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Titel:  Untersuchung von AGE und RAGE im proximalen Aortenaneurysma von  
Patienten mit bikuspider oder trikuspider Aortenklappe  
 
   
Universität Leipzig, Dissertation  
 




In der vorliegenden Arbeit wurde aneurysmatisches Aortengewebe von Patienten mit 
bikuspider oder trikuspider Aortenklappe untersucht. Im Laufe des Lebens ist die 
bikuspide Aortenklappe als häufigste angeborene Anomalie des Herzens mit 
zahlreichen, potentiell lebensbedrohlichen Komplikationen verbunden. Betroffene 
Patienten zeigen eine frühere Entwicklung und rapidere Progression von Dilatationen 
und – im schlimmsten Fall – Dissektionen der Aorta ascendens. Die Ätiologie dessen 
konnte bis dato nicht ausreichend geklärt werden. Hintergrund der Studie war eine 
Untersuchung von Branchetti et al., wobei eine Erhöhung von RAGE im Plasma bei 
Patienten mit bikuspider Klappe nachgewiesen werden konnte. Daraus wurde die 
Hypothese entwickelt, dass eine Expressionserhöhung von RAGE und dessen 
Liganden AGE im Aortengewebe selbst ursächlich mit der Aortendilatation verbunden 
sein könnte. In Proben von 93 Patienten wurde mittels Western Blot, ELISA und 
Immunhistochemie die Expression von RAGE und AGE untersucht. Hierbei zeigte sich 
eine signifikante Expressionserhöhung beider Proteine im Aortenaneurysma bei 
bikuspider Klappe im Vergleich zu Patienten mit trikuspider Aortenklappe. Auch die 
exemplarisch angefertigten Immunhistologien stützen diese Ergebnisse. Mögliche 
Folgen können Steifigkeitserhöhung der Aortenwand, Aktivierung von 
Matrixmetalloproteinasen sowie Erhöhung des oxidativen Stresses sein.  
 
Neben der Expression im aneurysmatischen Aortengewebe wurden auch 
Plasmaproben hinsichtlich AGE und RAGE analysiert, wobei sich keine Erhöhung 
feststellen ließ. Die Ergebnisse der Studie, die eine RAGE – Erhöhung im Plasma 
detektierten und ihn somit als potentiellen Biomarker für eine bikuspide Klappe 
diskutierten, ließen sich bei der vorliegenden Untersuchung einer kleineren Stichprobe 
nicht bestätigen. Ebenso stellt sich die Etablierung eines Biomarkers als 
anspruchsvolle Aufgabe dar. Eine Eignung von RAGE als Biomarker zur Identifikation 
von Patienten mit bikuspider Klappe ist kritisch zu betrachten. 
 





AGE    engl. Advanced Glycation End Product 
AI    Aortenklappeninsuffizienz 
AK    Antikörper 
AKE    Aortenklappenersatz 
Aqua dest.    destilliertes Wasser  
APS    Ammoniumpersulfat 
AS    Aortenklappenstenose 
BAV     bikuspide Aortenklappe; engl. Bicuspid Aortic Valve 
BCA    engl. Bichinon acid 
BSA     Bovines Serumalbumin; engl. Bovine Serum Albumin  
CML    Carboxymethyllysin 
CT    Computertomographie 
DAB    3,3‘ – Diaminobenzidin  
EDTA    Ethylendiamintetraacetat 
ELISA    engl. Enzyme – linked Immunosorbent Assay 
ERK    engl. Extracellular signal – regulated Kinases 
H2O2    Wasserstoffperoxid 
HIER    engl. Heat Induced Epitope Retrieval 
HMGB1   engl. High Mobility Group Box 1 
IHC    Immunhistochemie 
HRP    engl. Horse Radish Peroxidase 
IL    Interleukin 
ISTA     Aortenisthmusstenose 
JAK    Januskinase 
K    konkav 
MAPK    MAP – Kinase  
MMP    Matrixmetalloproteinase 
MRT     Magnetresonanztomographie 
NaCl    Natriumchlorid 
NF - kB engl. nuclear factor „kappa – light – chain – enhancer“ of 
activated B – cells    
NOX    NADPH – Oxidase 
PMSF    Phenylmethylsulfonylfluorid  
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PVDF    Polyvinylidenfluorid  
RAGE    engl. Receptor for Advanced Glycation End Product 
RIPA    engl. Radio Immuno Precipitation Assay 
ROS Reaktive Sauerstoffspezies; engl. Reactive Oxygen 
Species 
SDS    Sodiumdodecylsulfat 
SMC    engl. Smooth Muscle Cell  
SOD    Superoxiddismutase 
sRAGE engl. Soluble Receptor of Advanced Glycation End 
Product 
STD    Standardabweichung 
TAV     trikuspide Aortenklappe; engl. Tricuspid Aortic Valve 
TBS    engl. TRIS – buffered saline 
TBS – T   engl. TRIS – buffered saline with Tween®20 
TEMED   N, N, N’, N’ – Tetramethylethylendiamin  
TIMP    engl. Tissue Inhibitor of Metalloproteinase 
TNFa    Tumornekrosefaktor alpha  
TRIS    Tris – Hydroxymethylaminomethan 
TTE    transthorakale Echokardiographie  
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1.  Einleitung  
 




Die bikuspide Aortenklappe (BAV; engl. Bicuspid Aortic Valve) besitzt eine Prävalenz 
von 0,5 – 2 % und ist somit die häufigste angeborene Anomalie des Herzens (Roberts 
1970, Larson and Edwards 1984, Hoffman and Kaplan 2002, Tutar, Ekici et al. 2005, 
Masri, Svensson et al. 2017). In zahlreichen Autopsiestudien wurde sich bereits vor 
Jahrzehnten mit der Frage befasst, wie oft eine bikuspide Klappe in der Bevölkerung 
auftritt (Roberts 1970, Larson and Edwards 1984). Nachdem Roberts im Jahr 1970 
1140 Herzen untersucht hatte, ergab sich für BAV ohne Klappenerkrankungen eine 
Prävalenz von 0,9 %, wohingegen BAV mit Aortenklappenstenose (AS) bzw. – 
insuffizienz (AI) eine Prävalenz von 2 % aufwiesen (Roberts 1970).  
Wenige Jahre später untersuchten Larson und Edwards weitere 21500 Herzen. Hier 
betrug die Prävalenz der BAV 1,37 % (Larson and Edwards 1984). Und auch Datta 
beschäftigte sich mit der Frage nach der Prävalenz dieser Klappenanomalie. Von 8800 
untersuchten Herzen wiesen 52 eine BAV auf, was einer Prävalenz von 0,6 % 
entspricht (Datta, Bhusnurmath et al. 1988).  
Um diese Prävalenzen auch außerhalb von Autopsiestudien zu bestätigen, wurden 
2004 erstmals 817 zehnjährige Schulkinder mittels transthorakaler Echokardiographie 
(TTE) auf das Vorhandensein einer BAV gescreent. Dort ergab sich eine in vivo 
Prävalenz von 0,5 % (Basso, Boschello et al. 2004). Ebenso konnte in einem 
Screening von 1075 Neugeborenen eine BAV – Prävalenz von 0,46 % festgestellt 
werden (Tutar, Ekici et al. 2005).  
 
Ein Unterschied innerhalb der Patientengruppe mit einer bikuspiden Aortenklappe 
zeigt sich hinsichtlich der geschlechterspezifischen Verteilung. Innerhalb der BAV – 
Träger bilden Männer den größeren Anteil (Roberts 1970, Larson and Edwards 1984, 
Basso, Boschello et al. 2004, Tutar, Ekici et al. 2005, Masri, Svensson et al. 2017).  
Im Jahr 1970 beschrieb Roberts, dass 61 von den 85 Herzen mit bikuspider Klappe 
von Männern stammten (Roberts 1970). In der umfangreichsten Autopsiestudie betrug 
das Männer – Frauen – Verhältnis bei einer BAV 3,25 : 1 (Larson and Edwards 1984). 
Auch Datta beschrieb 1987, dass Männer im Verhältnis zu Frauen elf Mal häufiger eine 
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BAV aufweisen (Datta, Bhusnurmath et al. 1988). Von 817 gescreenten Schulkindern 
wiesen 0,75 % der Jungen eine bikuspide Klappe auf, von den Mädchen lediglich 0,24 
% (Basso, Boschello et al. 2004). Bei der Untersuchung von Neugeborenen mittels 
Echokardiographie zeigte sich bei 0,71 % der Jungen und nur bei  0,17 % der Mädchen 
das Vorhandensein einer BAV (Tutar, Ekici et al. 2005). Und auch in einem aktuellen 
Review aus dem Jahr 2017, in dem dreizehn Studien eingeschlossen worden waren, 
ergab sich ein Männer – Frauen – Verhältnis von 3 : 1 (Masri, Svensson et al. 2017).  
 
 
1.1.2. Klassifikation  
 
Im Gegensatz zur normal angelegten trikuspiden Aortenklappe besteht eine bikuspide 
Aortenklappe lediglich aus zwei Taschensegeln. Allerdings fiel sowohl in früheren als 
auch in aktuelleren Untersuchungen auf, dass es innerhalb der Gruppe der BAVs 
unterschiedliche Phänotypen gibt (Basso, Boschello et al. 2004, Fernandes, Sanders 
et al. 2004, Roberts and Ko 2005).  
Im Jahr 2007 entwickelten Sievers und Schmidtke die derzeit geläufigste und 
detaillierteste Klassifikation der bikuspiden Aortenklappe (Sievers and Schmidtke 
2007). In den Jahren 1999 bis 2003 untersuchten sie insgesamt 304 Patienten mit 
BAV und basierend darauf etablierten sie ein Klassifikationssystem, welches auf der 
Anzahl der Raphen, der Position der Raphen oder der Taschensegel und dem 
funktionellen Zustand der Klappe beruht. Grundsätzlich werden anhand des 
Hauptkriteriums der Raphenanzahl drei Typen unterschieden: Typ 0, 1 und 2.  
Der Typ 0 wurde lediglich bei 7 % der Patienten gefunden und beschreibt die 
ursprüngliche bikuspide Klappe, welche sich durch das Vorliegen von zwei gleich 
großen Taschensegeln auszeichnet. Eine BAV vom Typ 0 besteht somit aus zwei 
Sinus. Eine Raphe, die den fusionierten Bereich zweier Taschensegel bezeichnet, 
findet sich hier nicht. Hinsichtlich der Anordnung der Taschensegel werden ein 
lateraler und ein anterior – posteriorer Untertyp unterschieden (Sievers and Schmidtke 
2007).  
Typ 1 ist mit 88 % am häufigsten vertreten. Eine bikuspide Klappe von diesem Typ 
zeichnet sich durch das Vorliegen einer Raphe aus und bestand somit ursprünglich 
aus drei Taschensegeln, von denen allerdings zwei miteinander fusioniert sind. Im 
Gegensatz zum Typ 0 sind die Taschensegel unterschiedlich groß. Anhand der 
Fusionsstelle und somit der Anordnung der Taschensegel wird zwischen den drei 
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Untergruppen L – R, R – N und N – L unterschieden. Bei L – R findet sich die Raphe 
zwischen dem linken und rechten Koronarsinus, bei R – N zwischen rechtem 
Koronarsinus und nicht koronarem Sinus und bei N – L zwischen nicht koronarem 
Sinus und linkem Koronarsinus. Mit 39 % ist L – R bei gleichzeitig vorliegender AS der 
häufigste Untertyp (Sievers and Schmidtke 2007).  
Innerhalb der bikuspiden Klappen bildet Typ 2 mit lediglich 5 % den geringsten Anteil. 
Es existieren zwei Raphen. Anhand der jeweiligen Positionen dieser erfolgt eine 
Differenzierung in zwei Untertypen. Bei LR – RN befindet sich die erste Raphe 
zwischen linkem und rechtem Koronarsinus (L – R), die zweite zwischen rechtem 
Koronarsinus und nicht koronarem Sinus (R – N), wohingegen der Untertyp LR – LN  
die zweite Raphe zwischen linkem Koronarsinus und nicht koronarem Sinus (L – N) 
aufweist. Bei Typ 2 sind die durch Fusion veränderten Taschensegel ebenfalls von 
unterschiedlicher Größe (Sievers and Schmidtke 2007).  
Weiterhin beschrieben Sievers und Schmidtke einige Zusammenhänge zwischen 
phänotypischer Erscheinungsform und assoziierter Pathologie. Sie konnten unter 
anderem feststellen, dass eine BAV vom Typ 2 mit einer signifikant erhöhten Anzahl 
an Aneurysmen der Aorta asc. einhergeht (Sievers and Schmidtke 2007). Auch heute 
wird dieses Klassifikationssystem als eines der wichtigsten Grundlagen hinsichtlich 
des Verständnisses der Anatomie und möglichem entsprechendem Therapievorgehen 
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Abbildung 1: Klassifikation der bikuspiden Aortenklappe. 
Dargestellt sind die drei morphologischen Typen der bikuspiden Aortenklappe. Die fett gedruckte Linie 
zeigt die Position der Raphe. Die Kreise stellen die Position der Ostien dar.  
lat: lateral, ap: anterior – posterior, L: left – coronary cusp, R: right – coronary cusp, N: noncoronary 
cusp  





Eine bikuspide Aortenklappe ist das Ergebnis einer gestörten Entwicklung der 
Taschensegel während der Valvulogenese. Eine eindeutige Ursache konnte bislang 
nicht identifiziert werden, es wird jedoch angenommen, dass ein gestörter Blutfluss 
durch die Aortenklappe während der embryonalen Entwicklung zu einer fehlerhaften 
Separation der Taschensegel führt (Fedak, Verma et al. 2002, Siu and Silversides 
2010). Neuere Studien ziehen auch eine gestörte Migration von Zellen der Neuralleiste 
als Ursache in Betracht, da diese eine wichtige Rolle in der Separation des kardialen 
Ausflusstraktes und somit in der Entstehung der Taschensegel der Aortenklappe 
spielen (Kappetein, Gittenberger-de Groot et al. 1991, Sans-Coma, Fernandez et al. 
1996). Auch die endotheliale Stickstoffmonoxid – Synthase könnte laut Lee et al. eine 
wesentliche Rolle spielen, da Knockout Mäuse ohne dieses Enzym vermehrt eine 
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1.1.4.  Assoziierte Pathologien 
 
BAV treten auch im Rahmen von genetischen Syndromen und begleitend bei anderen 
kardialen Fehlbildungen wie beispielsweise beim Turner - Syndrom, Shone’s Syndrom 
und dem hypoplastischen Linksherzsyndrom auf (Brenner, Berg et al. 1989, Bolling, 
Iannettoni et al. 1990, Sybert 1998, Hinton, Martin et al. 2007). Des Weiteren gibt es 
eine Assoziation mit Ventrikelseptumdefekten, Atriumseptumdefekten, persitierendem 
Ductus arteriosus botalli sowie Koronararterienfehlbildungen (Hutchins, Nazarian et al. 
1978, Rashid, Saucedo et al. 2005, Siu and Silversides 2010).  
Diverse Studien konnten bereits bei Patienten mit einer bikuspiden Klappe ein 
vermehrtes Auftreten mit AS, AI, Aortenisthmusstenose (ISTA), infektiösen 
Endokarditiden und Dilatationen bzw. Dissektionen der Aorta asc. aufzeigen (Roberts 
1970, Fedak, Verma et al. 2002, Michelena, Khanna et al. 2011).  
 
Den überwiegenden Anteil der Klappenvitien bei BAV bildet die 
Aortenklappenstenose. Schon in Untersuchungen von Roberts zeigte sich bei BAV – 
Patienten ein vermehrtes Auftreten von Aortenklappenvitien. Er konnte bei 72 % seiner 
untersuchten Klappen eine AS und bei 13 % eine AI  feststellen (Roberts 1970). Eine 
Untersuchung stenosierter Aortenklappen aus dem Jahr 2005 zeigte, dass 59 % der 
untersuchten Personen eine bikuspide Klappe aufwiesen (Roberts and Ko 2005). 
Michelena et al. konnten feststellen, dass von 416 untersuchten BAVs 59 % eine AI 
und 23 % eine AS besaßen (Michelena, Khanna et al. 2011). 2017 konnte diese 
Assoziation erneut in einer Untersuchung von 339 Patienten mit BAV nochmals 
bestätigt werden. 41 % zeigten eine Aortenklappeninsuffizienz und 22 % eine 
Aortenklappenstenose (Roman, Pugh et al. 2017).  
 
In zahlreichen Studien wird außerdem beschrieben, dass 50 bis 75 % der Patienten 
mit einer Aortenisthmusstenose auch eine BAV besitzen (Roos-Hesselink, Scholzel et 
al. 2003, Oliver, Gallego et al. 2004, Erbel, Aboyans et al. 2014). Diese Assoziation ist 
jedoch nur beim L – R – Fusionstyp zu finden (Ciotti, Vlahos et al. 2006, Fernandes, 
Khairy et al. 2012). Außerdem zeigt sich, dass bei gleichzeitigem Auftreten beider 
Pathologien häufiger Komplikationen im Sinne von Dilatation und Dissektion der Aorta 
asc. auftreten (Oliver, Gallego et al. 2004, Oliver, Alonso-Gonzalez et al. 2009). Bereits 
2004 konnten Oliver et al. zeigen, dass bei 22 % der Patienten mit einer BAV und 
gleichzeitiger ISTA schwere Komplikationen auftraten, wohingegen dies lediglich bei 
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8 % der Patienten mit isolierter Klappenanomalie der Fall war (Oliver, Gallego et al. 
2004).  
 
Darüber hinaus wurde in zahlreichen Studien ein vermehrtes Auftreten von infektiösen 
Endokarditiden in Anwesenheit einer bikuspiden Klappe geschildert. Michelena et al. 
konnten zunächst darstellen, dass das relative Risiko für eine infektiöse Endokarditis 
bei einer BAV elf Mal höher gegenüber dem der Normalbevölkerung ist (Michelena, 
Katan et al. 2016). Eine andere Studie geht sogar von einem 23fach höheren Risiko 
aus, als BAV – Träger eine Endokarditis zu erleiden (Kiyota, Della Corte et al. 2017).  
 
Des Weiteren ist das Vorliegen einer BAV häufiger mit Dilatationen der Aorta asc. 
verbunden. Michelena et al. untersuchten 416 Patienten mit einer bikuspiden Klappe. 
Zum diesem Zeitpunkt zeigten bereits 32 Patienten eine dilatierte Aorta (Durchmesser 
> 45mm). Nach 16 – jähriger Beobachtung hatten weitere 49 Patienten eine Dilatation 
entwickelt (Michelena, Khanna et al. 2011). Auch in einer anderen Studie zeigten von 
circa 2000 Patienten ein Drittel eine Dilatation der Aortenwurzel und 42 % eine 
Dilatation der Aorta asc. (Masri, Kalahasti et al. 2016).  Ferner kam es bei Dilatationen 
am sinotubulären Übergang sowie der Aorta asc. bei einer BAV zu einer rascheren 
Progression verglichen mit den Patienten mit trikuspider Aortenklappe (TAV; engl. 
Tricuspid Aortic Valve) (Regeer, Versteegh et al. 2016). Es konnte ein progressives 
Wachstum der Aorta asc. von 0,5 mm pro Jahr gemessen werden (Ferencik and Pape 
2003). Eleid et al. konnten zudem zeigen, dass zum Zeitpunkt einer Aortendissektion 
der maximale Aortendurchmesser in Patienten mit BAV signifikant erhöht war (Eleid, 
Forde et al. 2013).  
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Abbildung 2: Aneurysma der Aorta ascendens.  
(aus Etz et al. 2012) 
 
Neben der Aortendilatation tritt bei Patienten mit bikuspider Klappe häufiger die akut 
lebensbedrohliche Aortendissektion, Typ A, auf.  Bereits 1983 wurde gezeigt, dass 
Typ I und II nach DeBakey häufig bei BAV auftreten, wohingegen Typ III nach DeBakey 
sehr selten in diesem Zusammenhang vorkommt (Larson and Edwards 1984). In einer 
aktuelleren Analyse von 416 BAV – Patienten erlitten zwei eine Aortendissektion. Das 
Risiko, als Patient mit einer bikuspiden Klappe eine Dissektion zu erleiden, scheint um 
das 8 bis 9fache erhöht zu sein – verglichen mit der Normalbevölkerung (Michelena, 
Khanna et al. 2011). Etz et al. konnten außerdem feststellen, dass Patienten mit BAV 
zum Zeitpunkt der Dissektion (Typ A nach Stanford) jünger waren als diejenigen mit 
TAV und dass ihr Dissektionsentry häufiger im Bereich der Aortenwurzel lag (Etz, von 
Aspern et al. 2015). 
 
 
1.1.5.  Hypothesen der Dilatationsentstehung  
 
Aufgrund der Assoziation zwischen bikuspider Aortenklappe und Dilatationen der 
Aorta asc. wird diese Krankheit häufig auch als Aortopathie bezeichnet (Siu and 
Silversides 2010, Mordi and Tzemos 2012, Stock, Mohamed et al. 2017). Darunter 
versteht man, dass nicht nur die Klappe selbst, sondern auch die Aortenwand betroffen 
ist. Der Mechanismus, der zur Entstehung dieser Dilatation führt, konnte bisher nicht 
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ausreichend geklärt werden. Bislang spielen zwei Hypothesen zur 
Dilatationsentstehung eine wichtige Rolle – eine genetische Komponente mit nicht 
sicher nachgewiesenem auslösenden Gen oder aber eine veränderte Hämodynamik 
mit erhöhter Wandspannung und in der 4D – Magnetresonanztomographie (MRT) 
bereits dargestellter Blutflussarchitektur (Borger, Preston et al. 2004, Tamir Friedmann 
2008, Mordi and Tzemos 2012, Stock, Mohamed et al. 2017).  
 
Genetische Hypothese  
Es wurde bestimmt, dass bei Verwandten ersten Grades eine Wahrscheinlichkeit von 
nahezu 10 % besteht, ebenfalls eine BAV zu besitzen (Huntington, Hunter et al. 1997, 
Cripe, Andelfinger et al. 2004). In einer Untersuchung von 50 Probanden lag die 
Erblichkeit bei 0,89 (Cripe, Andelfinger et al. 2004). Laut Glick und Roberts besteht in 
einer Familie, in der mindestens ein Mitglied betroffen ist, sogar eine Prävalenz von 24 
%. (Glick and Roberts 1994). Das NOTCH1 Gen scheint bisher die wichtigste Rolle in 
der Genese der BAV und assoziierter Aortendilatation zu spielen. Mutationen dieses 
Gens führen zu Störungen intrazellulärer Signalwege, welche für eine gestörte 
Klappenentwicklung und vermehrte Kalziumeinlagerungen verantwortlich sind (Garg, 
Muth et al. 2005). In einer Studie aus dem Jahr 2007 konnten zwei neue Mutationen 
im NOTCH1 Gen nachgewiesen werden, deren Überexpression bei bikuspiden 
Klappen und thorakalen Aortenaneurysmen zu finden ist (McKellar, Tester et al. 2007).  
Bei den Regionen 18q, 5q und 13q im Genom wird ebenfalls vermutet, dass sie Gene 
für kardiovaskuläre Malformationen enthalten (Martin, Ramachandran et al. 2007). 
Aber auch Veränderungen des Acetyl – Coenzym A – Acetyltransferase 2 – Gen, 
welches das Alpha – Aktin der glatten Muskulatur codiert, kann zu thorakalen 
Aneurysmen und zur Entwicklung einer BAV führen (Guo, Pannu et al. 2007).  
Ein eindeutiges „BAV – Gen“ konnte bis dato nicht identifiziert werden (Giusti, Sticchi 
et al. 2017).  
 
Hämodynamische Hypothese  
Zahlreiche radiologische Studien konnten mithilfe der neuen Technologie der 4D Fluss 
MRT einen veränderten Blutfluss bei Patienten mit bikuspider Klappe visualisieren.  In 
diesen wird die Annahme vertreten, dass durch die pathologische Aortenklappe ein 
veränderter Blutfluss und somit eine erhöhte Belastung der Aortenwand mit 
veränderter Wandspannung (wall shear stress) im Bereich der proximalen Aorta 
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entsteht (Meierhofer, Schneider et al. 2013, Lorenz, Bock et al. 2014, Mahadevia, 
Barker et al. 2014). In einer Studie aus dem Jahr 2010 konnte mittels 4D – MRT 
verdeutlich werden, dass in der Aorta asc. von Patienten mit BAV, unabhängig von 
Aortenklappenstenose oder Aneurysma, helikale Strömungen während der Systole 
auftraten (Hope, Hope et al. 2010).  Meierhofer et al. untersuchten Patienten mit BAV 
und TAV ohne funktionelle Klappenerkrankung mittels kardialer 4D – MRT. Dadurch 
konnten sie zeigen, dass bei bikuspider Klappe deutlich helikale Strömungen im 
Bereich der Aorta asc. auftraten, wohingegen bei trikuspider Klappe laminare 
Strömungen vorherrschten (Meierhofer, Schneider et al. 2013). Auch Lorenz et al. 
bestätigten die Annahme von starken helikalen Verwirbelungen im Bereich der 
proximalen Aorta (Lorenz, Bock et al. 2014).  Des Weiteren konnte festgestellt werden, 
dass neben den helikalen Strömungen auch veränderte Spitzengeschwindigkeiten 
auftreten, die einen erhöhten wall shear stress in bestimmten Regionen der Aorta 
begünstigen. Eine Aorta mit R – L BAV erfährt den höchsten shear stress an der rechts 
– anterioren Wand, wohingegen bei R – N eher die rechts – posteriore Aortenwand 
betroffen ist (Mahadevia, Barker et al. 2014). Shan et al. konnte diese Aussage für den 
R – L Typ bestätigen. In dieser Studie wurde darüber hinaus gezeigt, dass bei einer 
schweren AI ein universell erhöhter wall shear stress für die proximale Aorta auftritt. 
Bei einer schweren AS hingegen ist eher ein exzentrischer shear stress zu beobachten 
(Shan, Li et al. 2017) 
Anhand einer Untersuchung porciner Aorten wird deutlich, dass ein erhöhter wall shear 
stress für die Aktivierung von Matrixmetalloproteinasen (MMPs) verantwortlich zu sein 
scheint. Dies könnte zu einer vermehrten Degeneration der Media führen und bietet 
somit einen weiteren Erklärungsansatz für die Entstehung von Dilatation und 
Dissektionen (Atkins, Cao et al. 2014). Außerdem resultiert aus erhöhter 
Wandspannung ein deutlicher Untergang elastischer Fasern in der Aortenwand 
(Guzzardi, Barker et al. 2015).  
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Abbildung 3: Darstellung des Flussverhaltens in der dilatierten Aorta ascendens bei bikuspider 
Aortenklappe mittels 4D – MRT. 
 
 
1.1.6.  Diagnostik  
 
Mit Hilfe der Auskultation ist es nicht zuverlässig möglich, eine bikuspide Aortenklappe 
zu identifizieren, da sich durch auftretende Herzgeräusche nur Hinweise für eine 
mögliche AS, AI oder ISTA ergeben. Eine valide Aussage ist deshalb nur mittels 
Echokardiographie möglich. Der Gold – Standard zur Untersuchung der Herzklappen 
ist nach wie vor die TTE (Siu and Silversides 2010), so wird es auch in den aktuellen 
ESC Leitlinien empfohlen. Hierbei können auch mit einer einfachen, kostengünstigen 
und ubiquitär vorhandenen Methode bereits erste Hinweise auf eine mögliche 
Dilatation der Aortenwurzel bzw. Aorta asc. detektiert werden. (Erbel, Aboyans et al. 
2014). Bei Verdacht auf eine Erweiterung kann die Diagnostik um die 
transoesophageale Echokardiographie, Computertomographie (CT) oder MRT 
erweitert werden (Siu and Silversides 2010, Erbel, Aboyans et al. 2014, Nishimura, 
Otto et al. 2014).  
Ergibt sich die Diagnose einer erweiterten Aorta, wird in den aktuellen Leitlinien ab 
einem Aortendurchmesser größer als 45 mm oder einer Durchmesserzunahme von 3 
mm pro Jahr eine engmaschige Kontrolle bzw. je nach Klappendysfunktion der direkte 
operative Ersatz empfohlen.  Aufgrund der familiären Häufung einer bikuspiden Klappe 
wird für Verwandte ersten Grades empfohlen, ein Screening auf eine mögliche 
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1.1.7.  Therapieoptionen 
 
Grundsätzlich gibt es bei einer bikuspiden Aortenklappe drei mögliche chirurgische 
Interventionsmöglichkeiten: ein isolierter Ersatz der Aortenklappe, ein isolierter Ersatz 
der Aorta asc. und ein kombinierter Ersatz von Aortenklappe und Aortenwurzel bzw. 
proximaler Aorta. 
Die Indikationen für einen isolierten mechanischen oder biologischen 
Aortenklappenersatz (AKE) unterscheiden sich nicht von den Kriterien bei Patienten 
mit TAV. Dazu zählen unter anderem eine schwere AS bzw. AI, symptomatische 
Patienten und jene Patienten mit einer eingeschränkten linksventrikulären Funktion 
(Fedak, Verma et al. 2002, Nishimura, Otto et al. 2014).  Ein isolierter Aortenersatz ist 
ab einem Durchmesser von 55 mm indiziert. Bei Vorliegen von Risikofaktoren wie eine 
familiäre Belastung oder einer jährlichen Zunahme des Aortendurchmessers von 
mindestens 5 mm wird die Empfehlung schon ab einem Durchmesser von 50 mm 
erteilt. Bei Patienten, die gleichzeitig einen AKE erhalten, wird die Indikation zum 
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1.2. RAGE und AGE 
 
1.2.1.  Advanced Glycation End Products (AGE) 
 
Advanced Glycation End Products (AGE) sind heterogene Verbindungen, die durch 
die Maillard Reaktion entstehen. Dabei reagieren reduzierende Zucker wie 
beispielweise Glucose in einer nicht – enzymatischen Reaktion mit Aminogruppen von 
Proteinen, Lipiden oder Nukleinsäuren.  
Zunächst entstehen reversible Addukte aus Schiffschen Basen, die zu kovalent 
gebundenen Amadori Produkten reagieren (Brownlee 1995). Diese Produkte können 
anschließend einer weiteren Modifizierung durch Oxidation, Degradation und 
Umlagerung unterliegen, woraus dann irreversibel gebundene Einheiten entstehen, 
die letztendlich die AGE im eigentlichen Sinn repräsentieren (Nedic, Rattan et al. 
2013).  Die Vernetzung von Proteinen und Peptiden durch AGE ist resistent gegenüber 
Proteasen und führt somit zu irreversiblen Gewebeschäden und der Aktivierung von 
Makrophagen und Zellen der glatten Muskulatur (Westwood, Argirov et al. 1997, 
Hattori, Suzuki et al. 2002). Innerhalb dieses klassischen Entstehungsprozesses ist 
daneben auch die Bildung von reaktiven Zwischenprodukten wie 3 – Desoxyglucoson 
und Methylglyoxal von Bedeutung. Durch diesen als Carbonyl – Stress bezeichneten 
Stimulus können unter anderem durch Glykoxidation Reaktionsprodukte in Form von 
Carboxymethyllysin (CML) oder Pentosidin entstehen, die Marker für intrazellulären 
oxidativen Stress darstellen. (Baynes 1991, Wells-Knecht, Brinkmann et al. 1996, 
Miyata, Maeda et al. 1997, Bierhaus, Hofmann et al. 1998, Frye, Degenhardt et al. 
1998, Suzuki, Miyata et al. 1999). 
Für eine Akkumulation von AGE gibt es vielfältige Ursachen. Zunächst konnte 
festgestellt werden, dass physiologisch mit zunehmendem Lebensalter die Menge an 
AGE ansteigt und somit zum Beispiel vermehrt oxidativer Stress und Inflammation 
entstehen (Nedic, Rattan et al. 2013). Einerseits kann die Konzentrationszunahme an 
AGE somit als Kennzeichen des Alterungsprozesses verstanden werden. Hinsichtlich 
vaskulärer Veränderungen führen AGE aufgrund von Vernetzungen mit Kollagen zu 
sklerotischen Veränderungen, die mit Gefäßsteifigkeit einhergehen können 
(Greenwald 2007). Ebenso konnten in humanen Erythrozyten, Fibroblasten und 
Neuronen von älteren Personen Akkumulationen von AGE detektiert werden (Kimura, 
Takamatsu et al. 1996, Ando, Beppu et al. 1999). Darüber hinaus wurden auch in 
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alternden Augenlinsen vermehrt AGE – Vernetzungen festgestellt (Kumar, Kumar et 
al. 2007).  
Andererseits spielen AGE – Akkumulationen auch in diversen Krankheiten eine Rolle. 
Hinsichtlich der pathophysiologischen Betrachtung wurde deshalb in zahlreichen 
Studien beobachtet, dass unter anderem Patienten mit Diabetes signifikant höhere 
AGE – Serumkonzentrationen aufweisen. Auch die mit Diabetes einhergehenden 
Komorbiditäten wie diabetische Nephropathie und Neuropathie, Atherosklerose und 
Makro – bzw. Mikroangiopathie zeigten erhöhte AGE – Werte (Beisswenger, Makita et 
al. 1995, Aso, Inukai et al. 2000, Kiuchi, Nejima et al. 2001, Bansal, Chawla et al. 
2013). Des Weiteren konnten bei Nicht – Diabetikern mit terminaler Niereninsuffizienz 
sowie bei koronarer Herzkrankheit ebenfalls erhöhte Werte im Blut beobachtet werden 
(Kanauchi, Tsujimoto et al. 2001, Stam, Schalkwijk et al. 2006).  
Normalerweise ist die Bildung von AGE ein endogener Prozess, gelegentlich kann es 
jedoch auch durch exogene Faktoren wie Tabakrauch oder hitzebehandeltes Essen 
ebenfalls zu einer Akkumulation kommen. Durch Tabak entstandenes AGE konnte 
unter anderem in der Augenlinse und Gefäßwänden von Koronararterien gefunden 




1.2.2.  Receptor for Advanced Glycation Endproducts (RAGE) 
 
Der Rezeptor für Advanced Glycation End Products (RAGE) ist ein ungefähr 45 bis 50 
kDa großes Protein, das erstmals 1992 aus bovinen Lungenendothelzellen isoliert 
wurde.  Er gehört zur Immunglobulinsuperfamilie der Zelloberflächenmoleküle und 
interagiert mit einem breiten Spektrum von Liganden (Neeper, Schmidt et al. 1992). 
Der Rezeptor an sich besteht aus 403 Aminosäuren und letztendlich aus drei 
Funktionseinheiten. Die extrazelluläre Komponente besteht aus einer variablen und 
zwei konstanten Domänen. Vervollständigt wird diese durch die 
Transmembrandomäne und einer relativ kurzen zytosolischen Domäne.  Eine Isoform 
von RAGE ist die lösliche Form des Rezeptors (sRAGE), die sich durch Fehlen der 
Transmembrandomäne und der zytosolischen Domäne auszeichnet. Diese Form wird 
ins Blut sekretiert und kann somit auch detektiert werden (Koch, Chitayat et al. 2010, 
Park, Adsit et al. 2010). 
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Abbildung 4: Schematische Abbildung von RAGE. 
Schematisch dargestellt ist der Aufbau des Rezeptors, bestehend aus den drei Domänen. Z bezeichnet 
die zytosolische Domäne, T die Transmembrandomäne. C1 und C2 stellen die konstanten 
Komponenten der extrazellulären Domäne dar, V die variable Komponente. Die untere Klammer 
bezeichnet die Form des Rezeptors in seiner vollen Länge. Die obere Klammer, welche mit sRAGE 
bezeichnet wird, zeigt die lösliche Form des Rezeptors.  
(modifiziert nach Piras et al. 2016) 
 
RAGE wird in verschiedenen Zelltypen exprimiert. Hierzu zählen beispielsweise Zellen 
der glatten Muskulatur, Makrophagen, Endothelzellen, Kardiomyozyten und 
Podozyten (Neeper, Schmidt et al. 1992, Basta 2008). Als Multiliganden – Rezeptor 
erkennt RAGE ein vielfältiges Spektrum an endogenen Proteinen. Dazu zählen 
Amphotericin (auch bekannt als High Mobility Group Box 1 (HMGB1)), Amyloid - b, 
Proteine der S100/Calgranulin – Familie, Mac – 1 und Advanced Glycation End 
Products (Hori, Brett et al. 1995, Yan, Chen et al. 1996, Hofmann, Drury et al. 1999, 
Chavakis, Bierhaus et al. 2003, Basta 2008). Durch Aktivierung des Rezeptors mittels 
seiner Liganden werden wichtige Signalwege der Zelle wie MAP – Kinasen (MAPK) 
oder nuclear factor „kappa – light – chain – enhancer“ of activated B – cells (NF - kB) 
aktiviert (Taguchi, Blood et al. 2000). Aufgrund der Akkumulation von Liganden bei 
Krankheitsprozessen resultiert eine ungewöhnlich langandauernde Bindung mit dem 
Rezeptor, woraus eine verlängerte Rezeptoraktivierung entstehen kann (Schmidt, Yan 
et al. 2000). Hinsichtlich der pathophysiologischen Prozesse spielt RAGE eine wichtige 
Rolle in der Entwicklung von entzündlichen und vaskulären Erkrankungen sowie 
anderen chronischen Pathologien. Als bedeutende Beispiele sind hier Diabetes, 
Alzheimer, Atherosklerose, Takayasu Arteriitis und einige Tumore zu nennen 
(Taguchi, Blood et al. 2000, Basta 2008, Harja, Bu et al. 2008, Mahajan, Malik et al. 
2009, Mahajan, Dhawan et al. 2010).    
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1.2.3. Interaktion von AGE und RAGE 
 
Schon der Name von RAGE impliziert, dass dieser Rezeptor erstmals durch seine 
Fähigkeit, Advanced Glycation End Products zu binden, identifiziert wurde (Neeper, 
Schmidt et al. 1992).  
Die V – Region und die C1 – Region liegen beide N – terminal und ergeben zusammen 
eine Struktureinheit, an die Liganden und somit auch AGE, binden. Die C – terminale 
C2 – Region hingegen ist strukturell unabhängig von der beschriebenen VC1 – Region 
(Koch, Chitayat et al. 2010).  
Die Interaktion von AGE mit RAGE induziert eine Vielzahl von Signalwegen. Nach der 
Bindung des Liganden interagiert die zytoplasmatische Domäne des RAGE – 
Rezeptors mit der FH1 – Domäne von Diaphanous 1, ein prolinreiches Protein. Dieses 
interagiert mit dem Aktin – Zytoskelett und einigen Signalwegen, wobei es 
insbesondere im Rho – GTPase – Signalweg und für die Aktivierung von Januskinasen 
(JAK) von Bedeutung ist.  
Eine Rolle in der RAGE – vermittelten zellulären Antwort spielen beispielsweise 
Extracellular signal – regulated Kinases (ERK) 1/2, p38, Proteinkinase C und MAPK 
wie p44/42. Ferner ist auch die Aktvierung des JAK/STAT – Signalweges, rhoGTPasen 
und p21(RAS) mit RAGE verbunden (Lander, Tauras et al. 1997, Sakaguchi, Yan et 
al. 2003, Bianchi, Adami et al. 2007, Marsche, Semlitsch et al. 2007). Des Weiteren 
geht die AGE – RAGE – Interaktion über eine Aktivierung der NAPDH – Oxidase (NOX) 
mit einer Produktion von Reaktiven Sauerstoffspezies (ROS; engl. Reactive oxygen 
species) und somit einem erhöhten Level an oxidativem Stress einher (Yan, Schmidt 
et al. 1994). Die Stimulation des Transkriptionsfaktors NFkB ist wohl eine der 
wichtigsten Konsequenzen der Interaktion von RAGE mit seinem Liganden AGE (Yan, 
Schmidt et al. 1994, Bierhaus, Humpert et al. 2005). NFkB induziert inflammatorische 
und pro – apoptotische Zellsignale wie Tumornekrosefaktor alpha (TNFa), C – 
reaktives Protein und Interleukin 6 (IL 6) (Xiang, Li et al. 2011). Eine weitere 
Konsequenz der NFkB Aktivierung durch RAGE ist die Hochregulierung der 
Expression von RAGE selbst, was einem positiven Feedbackmechanismus entspricht 
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Abbildung 5: Schematischer Überblick über die unterschiedlichen Signalwege ausgelöst durch 
die AGE - RAGE - Interaktion. 
AGE: Advanced Glycation End Products, Dia: Diaphanous, RAS: rat sarcoma, JAK: Januskinase, ERK: 
Extracellular Related Kinase, STAT: Signal Transducers and Activators of Transcription, PKC: 
Proteinkinase C, NOX: NADPH – Oxidase, ROS: Reactive Oxygen Species, TF: Transkriptionsfaktor, 
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1.2.4.  Bezug zum thorakalen Aortenaneurysma 
 
Im Allgemeinen lässt sich zeigen, dass die Interaktion zwischen akkumuliertem AGE 
und RAGE sowohl oxidativen Stress als auch die Produktion von Adhäsionsmolekülen, 
Zytokinen, MMPs und somit inflammatorische Reaktionen verstärkt. In Endothelzellen 
zum Beispiel führt diese zu einer verstärkten Expression des vascular cell adhesion 
molecule – 1 (Schmidt, Hori et al. 1995). In Zellen der glatten Muskulatur wird die 
Migration, Proliferation und Expression von Matrix modifizierenden Molekülen reguliert 
(Sakaguchi, Yan et al. 2003, Ramasamy, Vannucci et al. 2005).  
Hinsichtlich der Pathogenese eines Aortenaneurysma wird als mögliche Ursache ein 
Ungleichgewicht zwischen Matrixsynthese und Matrixuntergang, vor allem im Bereich 
der Media, in Betracht gezogen. Die Degradation erfolgt durch MMP 2 und MMP 9, 
wohingegen sie durch Tissue Inhibitors of Metalloproteinases (TIMP) gehemmt wird 
(Raines and Ross 1993, Karnik, Brooke et al. 2003, El-Hamamsy and Yacoub 2009). 
Sarkar et al. konnten eine erhöhte Aktivität von MMPs in Aneursymen und 
Dissektionen der Aorta asc. nachweisen. Klinisch kann dies als mögliche Ursache 
einer Ausdünnung der Aortenwand betrachtet werden. Die Expression der MMPs wird 
unter anderem durch Zytokine wie IL 2 und TNFa stimuliert, welche selbst durch die 
AGE – RAGE – Interaktion induziert werden und diese somit als möglicher 
Ausgangspunkt der Reaktionskaskade in Frage kommt (Sarkar, Prasad et al. 2013, 
Prasad, Sarkar et al. 2016).  
Auch bei den BAVs ist bekannt, dass assoziierte Aneurysmen im Vergleich zu TAVs 
Veränderungen in der extrazellulären Matrix aufweisen. Sie zeigen bespielweise eine 
erhöhte Expression an MMP 2 (Fedak, de Sa et al. 2003, LeMaire, Wang et al. 2005). 
Des Weiteren ist die Expression von Matrixproteinen aufgrund des unterschiedlich 
ausgeprägten wall shear stress, der auf die Aorta asc. wirkt, asymmetrisch (Cotrufo, 
Della Corte et al. 2005). Daraus resultierend lassen sich auch Unterschiede in der 
Regulation von smooth muscle cells (SMCs) vermuten. Bikusupide Klappen zeigen 
hier eine erhöhte Apoptoserate (Cotrufo, Della Corte et al. 2005). In der Tunica 
Adventitia und Tunica Media konnte histologisch eine verstärkte Infiltration durch 
inflammatorische Zellen sichtbar gemacht werden (El-Hamamsy and Yacoub 2009).  
Erhöhte Level an AGE und die daraus resultierende AGE – RAGE – Interaktion können 
also einerseits vermehrt mit der Induktion von oxidativem Stress und Inflammation und 
andererseits mit einer Aktivierung von MMPs einhergehen.  
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Aus dieser Annahme heraus untersuchten Branchetti et al. die Plasmaspiegel von 
RAGE bei Patienten mit bikuspider und trikuspider Klappe. Es konnte gezeigt werden, 
dass bei den 74 Patienten mit BAV die Menge von RAGE im Plasma im Vergleich zu 
61 Patienten mit TAV signifikant erhöht war. Deshalb brachten sie erstmal RAGE als 
potentiellen Biomarker für eine bikuspide Klappe und das Risiko für die assoziierten 
Komplikationen ins Gespräch (Branchetti, Bavaria et al. 2014).  
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2.  Zielstellung  
 
Die bikuspide Aortenklappe ist die häufigste angeborene Anomalie des Herzens und 
ist mit den ihr assoziierten Komplikationen wie Klappenfunktionsstörung, 
Aortendilatation und akuter Aortendissektionen Typ A von großer Bedeutung. Der 
Entstehungsmechanismus jener Komplikationen sowie Ursache schnellerer 
Progression konnten bis dato nicht ausreichend geklärt werden. Unter anderem wird 
die Hypothese eines veränderten Flussverhaltens, dem damit verbundenem wall shear 
stress in der Aorta ascendens und daraus resultierende Veränderungen in der 
Aortenwand als mögliche Ursache in Betracht gezogen. Veränderungen in 
extrazellulärer Matrix und histologischer Struktur der Aorta konnten bereits festgestellt 
werden.  
Es ist bekannt, dass eine Akkumulation von AGE und die Interaktion mit RAGE zu 
Steifigkeitserhöhung eines Gefäßes, oxidativem Stress, Inflammation und Aktivierung 
von MMPs führen kann. Daraus können möglicherweise tiefgreifende Veränderungen 
in der Aortenwand resultieren. Branchetti et al. entwickelten erstmals die Hypothese, 
RAGE als potentiellen Biomarker zur Identifikation einer bikuspiden Klappe und 
assoziierter Aortopathie zu nutzen. Sie konnten in ihren Untersuchungen feststellen, 
dass RAGE im Plasma von Patienten mit BAV erhöht ist (Branchetti, Bavaria et al. 
2014).  
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es nun, den Gehalt an AGE und RAGE im 
aneurysmatischen Aortengewebe von Patienten mit bikuspider Klappe im Vergleich zu 
Patienten mit trikuspider Klappe zu untersuchen. Damit soll grundlegend geklärt 
werden, ob und in welcher Quantität diese Proteine überhaupt in der dilatierten Aorta 
bei BAV vermehrt auftreten. Eine erneute Bestimmung im Plasma und dessen 
Korrelation mit den Messungen im Gewebe soll die Nutzbarkeit von RAGE als 
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3. Material  
 
3.1. Allgemeine Geräte  
 
Kühlschrank       Siemens AG; 
        München, Deutschland 
 
Premium No Frost Refrigerator    Liebherr; 
        Stuttgart, Deutschland 
 
Waage        Sartorius AG; 
        Göttingen, Deutschland  
 
Feinwaage       Sartorius AG; 
        Göttingen, Deutschland 
 
Brutschrank        Heraeus; 
        Hanau, Deutschland 
 
Minizentrifuge       Biozym Scientific GmbH; 
             Hessisch Oldendorf, 
         Deutschland 
 
Eppendorf Zentrifuge 5417 R  Eppendorf – Netheler – Hinz 
GmbH; 
        Hamburg, Deutschland 
 
Eppendorf Zentrifuge 5424  Eppendorf – Netheler – Hinz 
GmbH; 
        Hamburg, Deutschland  
 
Megazentrifuge      Thermo Fisher Scientifics;  
        Dreieich, Deutschland  
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Vortex-Genie® 2       Scientific Industries; 
New York, USA  
      
pH – Meter pH 100      VWR International; 
        Dresden, Deutschland 
             
Pipetus® Standard      Hirschmann Laborgeräte; 
        Eberstadt, Deutschland 
  
Schwenktisch Polymax 1040    Heidolph Instruments; 
        Schwabach, Deutschland 
 
Rührer MR Hei-Standard     Heidolph Instruments; 
        Schwabach, Deutschland 
 
Syngery TM H1 (Plattenreader)    BioTek;  
        Winooski, USA  
 
 
3.2. Allgemeine Materialien  
 
15 ml und 50 ml Falconröhrchen    nerbe plus GmbH; 
        Winsen, Deutschland 
 
Pipetten 5 ml       Greiner Bio – One GmbH; 
        Frickenhausen, Deutschland 
 
Pipetten       Eppendorf Research Plus; 
        Hamburg, Deutschland 
      
Eppendorf Reaktionsgefäße    Eppendorf Research; 
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3.3. Allgemeine Chemikalien 
 
Pierce® Radio Immuno Precipitation Assay   Thermo Fisher Scientifics; 
(RIPA) Buffer       Dreieich, Deutschland 
 
Tris – Hydroxymethylaminomethan (TRIS) base Carl Roth GmbH und Co.KG; 
        Karlsruhe, Deutschland 
       
Sodiumdodecylsulfat (SDS) Ultra Pure   Carl Roth GmbH und Co.KG; 
        Karlsruhe, Deutschland 
 
Glycin        SERVA Electrophoresis GmbH; 
        Heidelberg, Deutschland 
 
Isopropanol        Carl Roth GmbH und Co.KG; 





Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)   Carl Roth GmbH und Co.KG; 
        Karlsruhe, Deutschland 
 
Ethanol 99,8 %      Carl Roth GmbH und Co.KG; 
        Karlsruhe, Deutschland 
      
Halt™ Protease & Phosphatase Inhibitor Cocktail Thermo Fisher Scientifics; 
        Dreieich, Deutschland 
 
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Solution           Thermo Fisher Scientifics; 
        Dreieich, Deutschland 
 
Tissue Lyser       Quiagen;  
        Hilden, Deutschland 
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3.5. Proteinkonzentrationsbestimmung 
 
Bichinon Acid (BCA) Protein Assay Pierce®  Thermo Fisher Scientifics; 
        Dreieich, Deutschland  
       
Mikrotiterplatte (96Well)     Greiner Bio – One GmbH; 
        Frickenhausen,Deutschland
  
 
3.6. SDS – Elektrophorese 
 
Salzsäure       Carl Roth GmbH und Co.KG; 
        Karlsruhe, Deutschland 
 
Natronlauge       Carl Roth GmbH und Co.KG; 
        Karlsruhe, Deutschland 
 
TRIS (HCl)       Carl Roth GmbH und Co.KG; 
        Karlsruhe, Deutschland 
 
30 %Acrylamid/Bis      SERVA Electrophoresis GmbH; 
        Heidelberg, Deutschland 
 
Ammoniumpersulfat (APS)    AppliChem GmbH; 
        Darmstadt, Deutschland 
 
N, N, N’,N’ – Tetramethylethylendiamin (TEMED) SERVA Electrophoresis GmbH; 
        Heidelberg, Deutschland 
   
Trenngelpuffer, pH 8,8 
 
 1,5 M Tris (HCl) 
 
Ad 0,5 l Aqua dest. 
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Sammelgelpuffer, pH 6,8 
 
 0,5 M Tris (HCl) 
 
 Ad 0,5 l Aqua dest. 
 
12 %iges Trenngel (10 ml) 
 
 3,4 ml Aqua dest.  
 2,5 ml Trenngelpuffer 
 4,0 ml 30 %Acrylamid/Bis 
 100 µl 10 %iges APS 
 10 µl TEMED 
 
4 %iges Sammelgel (3,3 ml) 
 
1,95 ml Aqua dest. 
 0,825 ml Sammelgelpuffer 
 0,5 ml 30% Acrylamid/Bis 
 22,5 µl 10 %iges APS 




 0,25 M Tris base 
 1,92 M Glycin 
 10 g SDS Ultra Pure 
 
 Ad 1 l Aqua dest. 
 
4x Lämmlipuffer      Carl Roth GmbH und Co.KG; 
        Karlsruhe, Deutschland 
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b - Mercaptoethanol     Sigma Aldrich und Chemie 
GmbH; 
        Steinheim, Deutschland 
 
Marker Visit Blot Standard I    SERVA Electrophoresis GmbH; 
        Heidelberg, Deutschland  
    
Thermomixer compact      Eppendorf Research;  
        Hamburg, Deutschland 
 
Elektrophoresesystem      Bio – Rad Laboratories, Inc.; 
        Hercules, USA 
 
PowerPac™HC      Bio – Rad Laboratories, Inc.; 
        Hercules, USA 
 
 




Kaninchen – IgG – Anti – AGE antibody (polyklonal)  abcam;  
ab – 23722       Cambridge,     
        Vereinigtes Königreich 
 
Kaninchen – IgG – Anti – RAGE antibody  abcam; 
(polyklonal)        Cambridge, 
ab – 37647   Vereinigtes Königreich 
   
Kaninchen – IgG – Anti – GAPDH antibody  abcam; 
(polyklonal)       Cambridge,  
ab – 9485       Vereinigtes Königreich 
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Sekundärantikörper  
 
Anti – Rabbit IgG Peroxidase antibody (polyklonal) Sigma-Aldrich und Chemie   
(produced in goat) GmbH;  
 Steinheim, Deutschland  
 
 
3.8.  Western Blot Analyse 
 
Methanol Rotipuran®     Carl Roth GmbH und Co.KG; 
        Karlsruhe, Deutschland 
 
Natriumchlorid (NaCl)     Carl Roth GmbH und Co.KG; 
        Karlsruhe, Deutschland 
 
Magermilchpulver      Carl Roth GmbH und Co.KG; 
        Karlsruhe, Deutschland 
 
Bovines Serum Albumin      Carl Roth GmbH und Co.KG;  
(BSA; engl. Bovine Serum Albumine)   Karlsruhe, Deutschland 
 
Tween®20    Sigma Aldrich und Chemie 
   GmbH; 
   Steinheim, Deutschland 
  
Essigsäure   Carl Roth GmbH und Co.KG;  
        Karlsruhe, Deutschland 
 
Ponceau S   Sigma Aldrich und Chemie 
   GmbH; 
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10x Twobintransferpuffer 
 
 0,25 M Tris base 
 1,92 M Glycin  
 7 mM SDS Ultrapure  
 
 Ad 1 l Aqua dest.  
 
5x Tris-buffered saline (TBS) Puffer, pH 7,4 
 
 0,25 M Tris base 
 0,75 M NaCl 
 
Tris buffered saline with Tween®20 (TBS – T) Puffer, pH 7,4 
 
 200 ml 5xTBS 
 1 ml Tween 20  
 
 Ad 1 l Aqua dest. 
 
5 %ige Magermilchlösung  
 
 2,5 g Magermilch in 50 ml 1xTBS-T 
 
5 %ige BSA – Lösung 
 
 2,5 g BSA in 50 ml 1xTBS-T 
 
Ponceau – S – Lösung  
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SERVA Light Vega      SERVA Electrophoresis GmbH, 
Luminol Solution Reagent A   Heidelberg, Deutschland 
Luminol Solution Reagent B 
 
Blotpapier Whatman® Sigma Aldrich und Chemie 
GmbH; 
        Steinheim, Deutschland 
 
Roti® - Polyvinylidenfluorid (PVDF) – Membran Carl Roth GmbH und Co.KG; 
        Karlsruhe, Deutschland 
 
Semi – Dry – Blotter     PEQLAB Biotechnologie GmbH; 
        Erlangen, Deutschland 
 
PowerPac®       Bio – Rad Laboratories, Inc.; 
        Hercules, USA 
 
Rollenschüttler      Phoenix Instruments GmbH; 
        Garbsen, Deutschland 
 
Fusion FX7 VILBER LOURMAT  
 Deutschland GmbH; 
        Eberhardzell, Deutschland 
 
 
3.9. Enzyme – linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
 
Quantikine® ELISA Human RAGE Immunoassay R&D SYSTEMS®; 
        Minneapolis, USA 
 
Human AGEs ELISA Kit      abbexa; 
        Cambridge, Vereinigtes  
        Königreich 
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3.10. Immunhistochemie (IHC) 
 
Xylol         Carl Roth GmbH und Co.KG; 
        Karlsruhe, Deutschland 
 
Ethanol 99,8 %      Carl Roth GmbH und Co.KG; 
        Karlsruhe, Deutschland 
 
Ethanol 90 %      Carl Roth GmbH und Co.KG; 
        Karlsruhe, Deutschland 
 
Ethanol 80 %      Carl Roth GmbH und Co.KG; 
        Karlsruhe, Deutschland 
 
Ethanol 70 %      Carl Roth GmbH und Co.KG; 
        Karlsruhe, Deutschland 
 
Wasserbad       Gesellschaft für Labortechnik;
        Burgwedel, Deutschland 
      
Heat induced epitope retrieval (HIER) – Puffer  Zytomed Systems GmbH; 
        Berlin, Deutschland  
 
Waschpuffer       Zytomed Systems GmbH;  
        Berlin, Deutschland 
 
Peroxidblock       Zytomed Systems GmbH; 
        Berlin, Deutschland 
 
 
Blocking Solution (Reagent 1)    Zytomed Systems GmbH; 
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Antibody diluent      Zytomed Systems GmbH; 
        Berlin, Deutschland 
 
PostBlock (Reagent 2)     Zytomed Systems GmbH; 
        Berlin, Deutschland 
 
Horse Radish Peroxidase (HRP) – Polymer   Zytomed Systems GmbH; 




3,3‘ – Diaminobenzidin (DAB)     Sigma Aldrich und Chemie  
        GmbH;  
        Steinheim, Deutschland 
 
Wasserstoffperoxid (H2O2)    Sigma Aldrich und Chemie 
        GmbH;  
        Steinheim, Deutschland  
 
Hämatoxylin       Carl Roth GmbH und Co.AG; 
        Karlsruhe, Deutschland 
 
Leica CV Mount       Leica Biosystems; 
        Wetzlar, Deutschland 
 
Objektträger Superfrost Plus     Menzel – Gläser; 
        Braunschweig, Deutschland 
 
Deckgläser 24x60 mm     Menzel – Gläser; 
        Braunschweig, Deutschland 
 
Microtom HM 355S      Thermo Fisher Scientifics; 
        Dreieich, Deutschland 
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Wärmeplatte HI 1220      Leica Biosystems; 
        Wetzlar, Deutschland 
 
Streckbad HI 1210      Leica Biosystems; 
        Wetzlar, Deutschland 
 
3DHistech Panoramic SCAN    3D Histech;  





Word, Microsoft Office 2018    Microsoft Deutschland GmbH;  
        Unterschleißheim, Deutschland 
 
Excel, Microsoft Office 2018    Microsoft Deutschland GmbH; 
        Unterschleißheim, Deutschland 
 
Power Point, Microsoft Office 2018   Microsoft Deutschland GmbH;  
        Unterschleißheim, Deutschland 
 
SPSS Statistics       IBM (International Business  
        Machines Corporation);  
        New York, USA 
 
Image J        Entwickler: Wayne Rasband 
 
Pannoramic Viewer      3D Histech; 
        Budapest, Ungarn 
 
 
Endnote X8       Clarivate Analytics;  
        Philadelphia, USA 
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Fusion FX7 VILBER LOURMAT; 
 Deutschland GmbH 
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4. Methoden 
 
4.1. Patientenpopulation und Probengewinnung 
 
Die Studie wurde von der Ethikkommission der Universität Leipzig genehmigt. Alle 
Patienten gaben ihre schriftliche Einwilligung zur vorliegenden Studie. Die 
verwendeten Aortenproben wurden intraoperativ bei Ersatz der proximalen Aorta am 
Herzzentrum Leipzig gewonnen und direkt nach Entnahme präpariert, anschließend 
bei – 80 °C gelagert oder in Formalin fixiert und anschließend in Paraffin eingebettet. 
Insgesamt wurden 93 Patienten untersucht, davon 51 mit einer biskupiden Klappe und 
42 mit einer trikuspiden Klappe. 
 
 
4.2. Isolation der Proteine aus Aortengewebe  
 
Zur Extraktion der Proteine wurde jeweils 50 mg Aortengewebe abgewogen. 
Anschließend wurde dieses mit 550 µl RIPA – Puffer versetzt, welcher EDTA, einen 
Protease/Phosphatase – Inhibitor und 1 mM PMSF – Lösung enthielt. Danach erfolgte 
die Zerkleinerung des Gewebes im Tissue Lyser für 20 min. Nachdem das zerkleinerte 
Aortengewebe für 15 min auf Eis inkubiert wurde, erfolgte die Zentrifugation bei 16000 
rcf und bei 4 °C für fünf Minuten. Die Überstände wurden in 0,5 ml Reaktionsgefäße 
für die Western Blot Analyse überführt und bei – 80 °C eingefroren.  
 
 
4.3. Konzentrationsbestimmung nach BCA – Methode  
 
Nach der Proteinextraktion erfolgte die Proteinkonzentrationsbestimmung mittels der 
BCA – Methode, welches ein kolorimetrisches und hochsensitives Verfahren darstellt 
(Smith, Krohn et al. 1985). Auf Grundlage der Biuret – Reaktion findet in alkalischer 
Lösung eine farbige Komplexbildung (dunkelviolett) zwischen Proteinen und 
zweiwertigen Kupferionen statt. Anschließend werden die zweiwertigen zu einwertigen 
Kupferionen reduziert, welche nun mit dem BCA – Reagenz reagieren können. Dabei 
entsteht aus der Reaktion eines einwertigen Kupferions mit zwei BCA – Molekülen ein 
dunkelviolettes wasserlösliches Reaktionsprodukt, welches bei 562 nm eine starke 
Absorption zeigt. Mit seinem breiten Konzentrationsbereich (20 µg/ml – 2000 µg/ml) 
ist es nahezu proportional zu den ansteigenden Proteinkonzentrationen.  
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Für das benötigte BCA – Reagenz wurden Substanz A und B im Verhältnis 50 : 1 
miteinander gemischt. Zunächst wurde mittels BCA – Standard (25 µg/ml bis 2000 
µg/ml) eine Standardkurve erstellt und die Proteinlösung in Aqua dest. 1 : 10 verdünnt. 
Es wurden jeweils 10 µl des BSA – Standards bzw. der verdünnten Proteinlösung in 
eine Mikrotiterplatte pipettiert und pro Well 200 µl BCA – Reagenz zugefügt. Nach 
einer 30 – minütigen Inkubation im Inkubator bei 37 °C wurde die Absorption bei 562 
nm mittels Spektrometer gemessen. 
 
 
4.4. Elektrophoretische Auftrennung der Proteine  
 
Die SDS – Gelektrophorese ist eine Methode, die auf der Größenauftrennung von 
Proteinen in einem Polyacrylamidgel beruht (Laemmli 1970). Dabei hat SDS als 
Polyanion die Eigenschaft, die Eigenladung der Proteine zu überdecken. Somit 
nehmen diese eine negative Ladung an und die Auftrennung der Moleküle erfolgt 
anhand ihrer Molekülmasse. Des Weiteren liegen die Proteine in ihrer denaturierten 
Form vor, da SDS in der Lage ist, hydrophobe Wechselwirkungen und elektrostatische 
Bindungen zu zerstören.  
Zum Nachweis von AGE und RAGE wurden pro Probe jeweils 20 µg Protein 
verwendet. Vor dem Auftragen in die Geltaschen wurden die Proben mit 2 µl vierfach 
Lämmli – Puffer und 0,25 µl b - Mercaptoethanol versetzt und anschließend bei 95 °C 
für fünf Minuten im Thermocycler erhitzt. Zur Abschätzung des Molekulargewichts 
wurden für AGE und RAGE 5 µl Proteinmarker verwendet. Danach erfolgte die 
elektrophoretische Auftrennung der Proteine in einfachem SDS Laufpuffer zunächst 
bei 15 mA für 20 Minuten (4 %iges Sammelgel) und weiterführend bei 60 mA für 60 
Minuten (12 %iges Trenngel). 
  
 
4.5. Detektion von AGE und RAGE mittels Western Blot Analyse  
 
Nach der SDS – Gelektrophorese wurden die Proteine mittels Semi – Dry – Blot 
Verfahren auf eine PVDF – Membran transferiert. Durch ein senkrecht zur 
Gellaufrichtung angelegtes elektrisches Feld wandern die negativ geladenen Proteine 
von der Kathode in Richtung Anode und bleiben auf der Membranoberfläche haften.  
Anschließend werden die Proteine mittels spezifischer Primär – und 
Sekundärantikörper detektiert. Der Sekundärantikörper ist mit einer Peroxidase 
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gekoppelt. Diese Peroxidase oxidiert in Anwesenheit von H2O2 Luminol aus einer 
zugesetzten Chemilumineszenzlösung.  
Dadurch wird Luminol zunächst in einen angeregten Zustand versetzt, um dann beim 
anschließenden Übergang in den Grundzustand Licht zu emittieren.  
Zuerst erfolgt die Aktivierung der PVDF – Membran durch Inkubation in Methanol für 
fünf Minuten.  
Für die Semi – Dry – Methode wurden die PVDF – Membran sowie Whatman – Paper 
in einfachem Twobin – Transferpuffer äquilibriert. Auf der unten liegenden, zur Anode 
gerichteten Elektrodenplatte wurden zwei Whatman – Paper, gefolgt von der PVDF – 
Membran, dem Polyacrylamidgel und abschließend zwei Whatman – Paper 
luftblasenfrei gestapelt. An der oben liegenden Elektrodenplatte wurde die Kathode 
angeschlossen. Der Proteintransfer erfolgte in einfachem Twobintransferpuffer und bei 
55 mA pro Gel für 70 Minuten. Um die Effizienz des Transfers zu prüfen, wurde die 
Membran mittels Ponceau S® gefärbt.  
Um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren, wurde die Membran für zwei 
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei wurde für RAGE eine 5 %ige BSA-
Lösung und für eine AGE 5 %ige Magermilchlösung verwendet. Bei beiden AK 
(Antikörper und deren Verdünnungen siehe Tabelle 1) erfolgte auf der jeweiligen 
Membran die Inkubation bei 4 °C über Nacht. Anschließend wurde die Membran 
dreimal für je fünf Minuten in einfacher TBS-Tween®20 – Lösung gewaschen und 
danach mit dem Sekundärantikörper bei Raumtemperatur für eine Stunde inkubiert. 
Erneut wurde die Membran dreimal für je fünf Minuten in einfacher TBS – Tween®20 
– Lösung gewaschen.  
Die Immundetektion erfolgte mittels Chemilumineszenz. Hierfür wurden Luminol – 
Enhancer – Lösung und Peroxid – Lösung im gleichen Verhältnis gemischt. Die 
Membran wurde für eine Minute inkubiert und schließlich sofort in einer Fotokammer 
belichtet.  Die Belichtungszeiten betrugen hierbei für RAGE zwischen 30 Sekunden 
und zwei Minuten, für AGE zwischen zehn Sekunden und 30 Sekunden.  Zum Abgleich 
wurde das Haushaltsgen GAPDH verwendet. Nach der ersten erfolgten 
Proteindetektion wurde die Membran dreimal für fünf Minuten mit einfachem TBS-
Tween®20 gewaschen und anschließend mit GAPDH bei 4 °C über Nacht inkubiert. 
Anschließend wurde die Membran nach erneutem Waschen mit einfachemTBS-
Tween®20 – Lösung mit dem entsprechenden Sekundärantikörper inkubiert. Die 
Proteindetektion erfolgte analog zu den bereits beschriebenen Proteinen. Die 
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Belichtungszeit betrug hierbei zwischen 30 Sekunden und zwei Minuten. RAGE konnte 
in einer Höhe ca. 45 kDa detektiert werden, AGE bei ca. 55 kDa. GAPDH zeigte seine 
typische Bande auf einer Höhe von 37 kDa. 
Zur Quantifizierung der Proteine wurde das Programm Image J verwendet. Hierbei 
erfolgte eine Normalisierung auf GAPDH.  
 
Tabelle 1: Auflistung Primärantikörper und Sekundärantikörper sowie deren Verdünnungen für 
Western Blot Analyse. 
Primärantikörper Sekundärantikörper 
RAGE (Kaninchen IgG polyklonal) 
1:500 (in 5 %iger BSA-Lösung) 
Anti – Rabbit  (Ziege IgG polyklonal) 
1:8000 (in 5 %iger BSA-Lösung) 
AGE (Kaninchen IgG polyklonal) 
1:10.000 (in 5 %iger Magermilchlösung) 
Anti – Rabbit (Ziege IgG polyklonal) 
1:8000 (in 5 %iger Magermilchlösung) 
GAPDH (Kaninchen IgG polyklonal) 
1:2500 (in 5 %iger Magermilchlösung) 
Anti – Rabbit (Ziege IgG polyklonal) 
 1:8000 (in 5 %iger Magermilchlösung) 
 
 
4.6. Nachweis von AGE und RAGE mittels ELISA 
 
Ein Enzyme – linked Immunosorbent Assay (ELISA) bezeichnet ein 
antikörperbasiertes quantitatives Nachweisfahren für verschiedenste Stoffe wie zum 
Beispiel Proteine, Viren und Hormone (Engvall and Perlmann 1971).  
Im Speziellen wurde sich in dieser Arbeit das Prinzip des Sandwich – ELISA zu Nutze 
gemacht. Bei diesem Prinzip kommen zwei AK zum Einsatz, die spezifisch an 
unterschiedliche Epitope des entsprechenden Antigens binden.  
Der erste AK befindet sich hierbei am Boden der Mikrotiterplatte. Zunächst bindet das 
Antigen innerhalb einer bestimmten Inkubationsphase an diesen capture – Antikörper.  
Ein zweiter, mit einem Rezeptorenzym beladener Detektionsantikörper verbindet sich 
bei Zugabe nun ebenfalls mit einem Epitop des entsprechenden Antigens. Letztendlich 
entsteht somit ein Antikörper – Antigen – Antikörper – Komplex.  
Zum Schluss wird ein zum Rezeptorenzym passendes Substrat hinzugefügt. Dieses 
wird vom Enzym zum Reaktionsprodukt umgesetzt. Anhand eines erfolgten 
Farbumschlags kann diese Reaktion in einem Photometer quantifiziert werden. 
In der vorliegenden Promotion wurde zur Quantifizierung von RAGE der 
Quantikine®ELISA Human RAGE der Firma R&D systems verwendet.  
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Zunächst wurde mittels Human RAGE Standard und einem Calibrator Diluent RD6 – 
10 eine Standardverdünnungsreihe pipettiert. Anschließend wurden je Well 100 µl 
Assay – Diluent RD1 – 60 aufgetragen. Danach wurden die 
Standardverdünnungsreihe (jeweils 50 µl) sowie die unverdünnten und bereits 
zentrifugierten Proteinproben und Serumproben (jeweils 50 µl) auf die Platte 
aufgetragen. Es erfolgte eine Inkubation für zwei Stunden bei Raumtemperatur. 
Anschließend wurde viermal mit Waschpuffer gewaschen. Nach dem Auftragen von 
200 µl Human RAGE Conjugate je Well wurde erneut für zwei Stunden bei 
Raumtemperatur inkubiert. Erneut wurde viermal mit Waschpuffer gewaschen.  
Zu jedem Well wurden 200 µl Subtrate Solution hinzugefügt und es erfolgte die 
Inkubation im Dunkeln für 30 Minuten. Abschließend wurde jeweils 50 µl Stop Solution 
aufgetragen und es konnte ein Farbumschlag von blau zu gelb beobachtet werden. 
Innerhalb von 30 Minuten erfolgte die Messung der Absorption zunächst bei 450 nm 
und danach zur Korrektur bei 540 nm.  
Zur Quantifizierung von AGE wurde der Human AGEs ELISA Kit der Firma abbexa 
verwendet. Mittels Standard Solution und Standard Diluent Buffer wurde eine 
Standardverdünnungsreihe hergestellt. Diese wurde anschließend auf die Platte (50 
µl je Well) aufgetragen. Ebenso wurden die bereits zentrifugierten, auf 1 : 1 verdünnten 
Protein - und Serumproben (jeweils 50 µl) pipettiert. Es erfolgte die Inkubation für 30 
Minuten bei 37 °C im Brutschrank. Die Platte wurde fünfmal für zwei Minuten mit 
Waschpuffer gewaschen. Anschließend wurden 50 µl HRP Conjugate je Well 
aufgetragen und erneut für 30 Minuten bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Nach der 
Wiederholung des oben beschriebenen Waschschritts wurden jeweils 50µl von 
Substrate A und B pipettiert und für 15 Minuten bei 37 °C im Dunkeln inkubiert. Danach 
wurde je Well 5 µl Stop Solution hinzugefügt und es erfolgte ein Farbumschlag von 
blau zu gelb. Abschließend konnte die Absorption bei 450 nm gemessen werden.  
 
 
4.7. Immunhistochemische Färbung von AGE und RAGE 
 
Die Immunhistochemie (IHC) ist eine Methode, mit der spezifisch Proteine und 
Strukturen der Zelle sichtbar gemacht werden. Sie beruht darauf, dass zunächst ein 
Primärantikörper an das gewünschte Epitop bindet (Antigen – Antikörper – Reaktion). 
Dieser wird anschließend von einem Sekundärantikörper, der mit einer Peroxidase, 
meist HRP, gekoppelt ist, gebunden. Die HRP oxidiert in Anwesenheit von 
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Wasserstoffperoxid das danach aufgebrachte DAB. Dieses fällt als brauner Farbstoff 
aus, der unter lichtmikroskopischer Betrachtung detektiert werden kann.  
Die bereits in Paraffin eingebetteten Aortenwandproben wurden am Mikrotom 
geschnitten und anschließend auf einen Objektträger aufgebracht (Dicke: 7 µm). Um 
die Schnitte weiter bearbeiten zu können, mussten sie zunächst entparaffiniert werden. 
Zuerst wurden die Schnitte dreimal für zehn Minuten in eine Färbeküvette mit Xylol 
gestellt. Danach erfolgte die Rehydrierung in einer absteigenden Alkoholreihe (99,8 
%, 90 %, 80 %, 70 %, Aqua dest.) für je fünf Minuten.  
Die Präparate wurden für 20 Minuten bei 95 °C in einem HIER – Puffer gekocht. Nach 
dem Abkühlen im HIER – Puffer für 20 Minuten bei Raumtemperatur wurden die 
Präparate mit einem Fettstift umrandet. Um ein Austrocknen zu verhindern, erfolgten 
die nächsten Schritte in einer feuchten Kammer.  
Zunächst wurden die Präparate für zehn Minuten mit einem Peroxidblock (3 %ige H2O2 
– Lösung) behandelt, um unerwünschte Hintergrundfärbung durch endogene 
Peroxidase im Gewebe zu inaktivieren. Anschließend wurde zwei Minuten mit 
Waschpuffer gewaschen.  
Danach wurde mit einer Blocking Solution (Proteinblock, Reagent 1) für fünf Minuten 
geblockt und erneut für zwei Minuten mit Waschpuffer gewaschen.  
Nun wurden die Präparate mit dem jeweiligen Primärantikörper (Antikörper und deren 
Verdünnungen siehe Tabelle 2) oder einem negativen Kontrollreagenz für eine Stunde 
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer für fünf 
Minuten wurde der PostBlock (Reagent 2) für 20 Minuten aufgetragen. Es wurde 
erneut dreimal für fünf Minuten mit Waschpuffer gewaschen.  
Anschließend erfolgte die Inkubation mit dem HRP – Polymer für 30 Minuten bei 
Raumtemperatur. Es wurde dreimal für zwei Minuten mit Waschpuffer gewaschen.  
Die Präparate wurden dann mit DAB gefärbt. DAB ist ein Chromogen, welches mit der 
Peroxidase enzymatisch reagiert und somit ein dunkelbraunes Präzipitat an der 
Bindungsstelle des Primärantikörpers bildet. Sobald die gewünschte Farbintensität 
erreicht war, wurde die Reaktion mit destilliertem Wasser gestoppt. Abschließend 
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Tabelle 2: Auflistung Primärantikörper und Sekundärantikörper sowie deren Verdünnungen für 
IHC.  
Primärantikörper Sekundärantikörper 
RAGE (Kaninchen IgG polyklonal) 
1:500 (in Antibody Diluent) 
HRP – Polymer 
AGE (Kaninchen IgG polyklonal) 
1:10.000 (in Antibody Diluent) 
HRP – Polymer 
 
 




Abbildung 6: Darstellung der Aortenwand als Negativkontrolle. 
Immunhistochemische Färbung der Aortenwand ohne Primärantikörper. Die Färbung der Kerne erfolgte 
mit Hämatoxylin. Das Bild ist in 10facher Vergrößerung aufgenommen. Der Maßstabsbalken zeigt 200 
µm. * definiert die luminale Seite.  
 
 
Die immunhistochemischen Präparate wurden eingescannt. Mit dem Programm 
Panoramic Viewer wurden in 20facher Vergrößerung jeweils drei Bilder aus dem 
Bereich der Intima und Media angefertigt.  
Die semiquantitative Auswertung erfolgte mit dem Programm Image J. Damit wurde 
die Intensität der braunen Farbe gemessen. Diese korreliert mit der Menge an 
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4.8. Statistische Auswertung  
 
Die statistische Auswertung erfolgte mittels SPSS, Version 24.0. Alle Werte sind als 
Mittelwerte ± Standardabweichung (STD) dargestellt. Für kontinuierliche Variablen 
erfolgte der students – t – Test für unabhängige Variablen. Kategoriale Variablen 
wurden mittels chi2 – oder Fishers Test auf Signifikanz geprüft. Eine Signifikanz wurde 









































  Ergebnisse 
 






Im Rahmen der vorliegenden experimentellen Arbeit wurden insgesamt humane 
Aortenproben von 93 Patienten mit proximalem Aortenaneurysma untersucht. Von 
jeder Aortenprobe wurde Gewebe aus der konvexen (V) und konkaven (K) Region der 
Aorta untersucht. Die Patienten wurden anhand ihrer Klappenmorphologie in zwei 
Gruppen unterteilt: Gruppe 1 umfasste Patienten mit bikuspider Aortenklappe (n = 51) 
und Gruppe 2 die Patienten mit einer trikuspiden Aortenklappe (n = 42). Die 
Patientencharakteristika finden sich in Tabelle 3.   
Bei der Auswahl der Patienten wurde zwischen den Gruppen auf eine ausgeglichene 
Verteilung der Nebendiagnosen und Risikofaktoren geachtet, um eine Verzerrung der 
Ergebnisse durch große individuelle Unterschiede zu vermeiden. Da ein bekannter 
Zusammenhang zwischen AGE und Diabetes besteht, wurden diese Patienten von 
den Untersuchungen ausgeschlossen. Ein Unterschied zwischen BAV und TAV liegt 
bezüglich des Alters vor, da Patienten mit bikuspider Klappe früher von assoziierten 
Pathologien sowie akuten Komplikationen betroffen sind sowie leitliniengerecht bereits 
bei geringerem Durchmesser der Aorta ascendens bereits eine Indikation zur OP 
gegeben ist. Die Patienten mit BAV wiesen signifikant häufiger eine AS auf, 
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Tabelle 3: Einteilung und Charakteristika der Patientengruppen. 
Alle Werte sind als Anzahl n (%) oder Mittelwerte ± Standardabweichung (STD) dargestellt. Signifikanz 
wurde bei p ≤ 0,05 angenommen. BMI: Body Mass Index, LVEF: Linksventrikuläre Ejektionfraktion, aHT: 
arterielle Hypertonie, pHT: pulmonale Hypertonie, HLP: Hyperlipidämie, COPD: chronisch obstruktive 
Lungenerkrankung, pAVK: peripher arterielle Verschlusskrankheit, AI: Aortenklappeninsuffizienz, AS: 








Anzahl n (%) 51 (55) 42 (45)  
Männlich n (%) 43 (84) 34 (81) 0,669 
Alter [a] 56 ± 15 65 ± 11 0,005 
BMI [kg/cm2] 27 ± 4 29 ± 5 0,037 
LVEF [%] 57 ± 11 56 ± 10 0,621 
aHT n (%) 37 (73) 38 (90) 0,029 
pHT n (%) 18 (35) 17 (40) 0,608 
Nikotinabusus n (%) 19 (37) 13 (31) 0,524 
HLP n (%) 24 (47) 21 (50) 0,778 
COPD n (%) 0 (0) 1 (2) 0,268 
pAVK n (%) 4 (8) 6 (14) 0,318 
Vitium    
AI n (%) 17 (33) 26 (62) 0,006 
AS n (%) 31 (61) 8 (19) < 0,001 
Durchmesser (im CT 
bestimmt) 
   
Bulbus [mm] 44,07 ± 6,56 45,35 ± 7,44 0,407 
STÜ [mm] 39,38 ± 5,06 41,72 ± 6,45 0,102 
ASC [mm] 49,14 ± 4,73 50,43 ± 8,72 0,393 
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Therapieoptionen der Wahl stellen ein Ersatz der Aortenklappe, ein isolierter Ersatz 
der Aorta asc. oder eine Kombination beider Verfahren dar (Erbel, Aboyans et al. 2014, 
Nishimura, Otto et al. 2014). Die Indikationen zur jeweiligen Operation wurden bereits 
im Abschnitt Therapieoptionen beschrieben.  
Beim AKE besteht die Möglichkeit, entweder eine mechanische oder eine biologische 
Klappenprothese zu implantieren. Ein Vorteil der biologischen Klappe, welche meist 
porcinen Ursprungs ist, besteht im Verzicht auf die dauerhafte orale Antikoagulation. 
Ihr Nachteil liegt jedoch in der geringeren Haltbarkeit im Vergleich zur mechanischen 
Alternative. Deshalb erfolgt ihr Einsatz vorwiegend auf ausdrücklichen 
Patientenwunsch, bei Patienten über 65 Jahren, bei Kontraindikationen für eine 
Antikoagulation und jungen Frauen mit Schwangerschaftswunsch. Sind die Patienten 
jünger und bestehen keine Kontraindikationen für eine dauerhafte Antikoagulation, 
wird aufgrund der längeren Haltbarkeit die mechanische Klappe bevorzugt (Nishimura, 
Otto et al. 2014, Head, Celik et al. 2017, Baumgartner, Falk et al. 2018).  
Daneben ist auch ein auch isolierter Ersatz der Aorta asc. eine mögliche chirurgische 
Intervention. Sind die Aortenwurzel und der Sinus nicht in die Dilatation mit 
einbezogen, stellt ein suprakoronarer / suprakommisuraler Ersatz der Aorta asc.  ein 
mögliches Verfahren dar (Etz, Misfeld et al. 2012). Der dilatierte Abschnitt der Aorta 
wird oberhalb der Kommisuren / Koronarostien reseziert und durch eine Prothese 
ersetzt (Ziemer und Haverich, 2010).  
Ist zusätzlich die Aortenwurzel an der Dilatation beteiligt, die Klappe aber nicht 
morphologisch verändert, ist die klappenerhaltende Operation nach David oder 
Yacoub eine Option. Ist auch die Aortenklappe betroffen, kann ein klappentragendes 
Conduit und damit eine Bentall – Operation durchgeführt werden (Etz, Misfeld et al. 
2012). 
Bei der David – Operation wird die Aortenklappe in ein Dracon Graft basal reimplantiert 
und besitzt dadurch keine Sinus mehr. Der Graft wird anschließend über die 
Aortenwurzel gestülpt und fixiert (David and Feindel 1992, David, Feindel et al. 1995, 
Bechtel, Erasmi et al. 2006). Besonders für junge Betroffene stellt diese ein 
schonendes und bevorzugtes Verfahren dar (David, David et al. 2017).  
Bei der Technik nach Bentall wird neben der dilatierten Aorta auch die erkrankte 
Aortenklappe durch ein klappentragendes Conduit ersetzt, in welches die 
Koronarostien anschließend reimplantiert werden müssen (Bentall and De Bono 
1968). Sie stellt ein sehr gutes Verfahren zur Therapie der Aortendilatation dar (Pacini, 
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Ranocchi et al. 2003, Etz, Misfeld et al. 2012). Die Methode wurde einige Jahre nach 
Etablierung um die Button – Bentall – Technik erweitert. Die Reimplantation der 
Koronarostien erfolgt erst nach deren Resektion mittels der genannten Technik 
(Kouchoukos, Wareing et al. 1991). Im Sinne der Reduktion von Pseudoaneurysmen 
konnte die Zahl der Re – Operationen so deutlich gesenkt werden (Pacini, Ranocchi 
et al. 2003).  
 
Tabelle 4: Darstellung der unterschiedlichen Operationen sowie Begleitprozeduren. 
Alle Werte sind als Anzahl n (%) dargestellt. Signifikanz wurde bei p ≤ 0,05 angenommen. MIC: 
Minimalinvasive Chirurgie, AKR: Aortenklappenrekonstruktion, scAAE:  suprakoronarer Ersatz der 







p – Wert 
MIC (n, %) 9; 18 3; 7 0,133 
AKR nach David (n, %) 6; 12 8; 18 0,328 
OP nach Bentall (n, %) 20; 39 13; 31 0,112 
mechanisch (n, %) 5; 10 0; 0  
biologisch(n, %) 15; 29 13; 31  
+scAAE (n, %) 24; 47 22; 52 0,609 
AKE (n, %) 22; 43 12; 29 0,312 
mechanisch (n, %) 2, 4 0; 0  
biologisch (n, %) 20; 39 12; 29  
Bogen (n, %) 19; 37 14; 33 0,078 
partiell (n, %) 18; 35 9; 21  
total (n, %) 1; 2 5; 12  
Septale Myektomie  
(n, %) 
2; 4 3; 7 0,823 
ACVB (n, %) 3; 6 7; 17 0,182 
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5.2. Expression von AGE in humanen aneurysmatischen Gewebeproben der 
Aorta ascendens  
 
Es wurde die Expression von AGE im Aortengewebe von Patienten mit BAV und TAV 
mittels Western Blot bestimmt. Die gewonnenen Ergebnisse wurden anschließend 
mittels ELISA und exemplarischer IHC validiert.  
 
 





Abbildung 7: Darstellung der Expression von AGE bei BAV und TAV mittels Western Blot. 
Dargestellt ist ein repräsentativer Western Blot der Expression von AGE bei BAV (linke drei Banden) 
und TAV (rechte drei Banden). Die oberen Banden zeigen AGE mit ihrer typischen Bande in Höhe von 
circa 55 kDa. Die unteren Banden zeigen die Bande von GAPDH in Höhe ca. 37 kDa. Ein Proteinmarker 
ist links markiert.  
 
In den Proben von Patienten mit BAV zeigte sich sowohl in der konvexen als auch in 
der konkaven Region signifikant mehr AGE – verglichen mit den TAV – Patienten. In 
der konvexen Region war AGE um das 1,5 – fache signifikant erhöht bei den BAVs 
(BAV: 1,57 ± 0,93 vs. TAV: 1,03 ± 0,61, p = 0,011). Ebenso war AGE in der konkaven 
Region bei den BAV – Patienten 1,6 – fach stärker exprimiert (BAV: 1,63 ± 0,88 vs. 
TAV: 0,97 ± 0,76, p = 0,003).  
Vergleicht man innerhalb der BAV und TAV Patienten die konvexe und konkave Seite 
miteinander, ergeben sich keine signifikanten Unterschiede (BAV: p = 0,317, TAV: p = 
0,279) 
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Abbildung 8: Quantifizierung der AGE im Aortengewebe von Patienten mit BAV und TAV 
mittels Western Blot. 
Dargestellt ist die AGE – Expression im Verhältnis zu GAPDH. Es zeigt sich sowohl in der konvexen 
Seite (linke zwei Balken) als auch in der konkaven Seite (beide Balken rechts) eine signifikant höhere 
AGE Menge bei Patienten mit BAV (orange) im Vergleich zu TAV Patienten (blau).  
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5.2.2. Analyse der AGE – Expression mittels ELISA 
 
Um die Ergebnisse der Western Blot Analyse mit einer weiteren Methode zu 
verifizieren, wurde der AGE Gehalt im Aortengewebe auch mittels ELISA untersucht. 
Auch durch die Quantitätsbestimmung im ELISA konnte bestätigt werden, dass der 
AGE – Gehalt im aortalen Gewebe eines Patienten mit BAV signifikant höher ist als 
bei einem Patienten mit einer TAV. In der konvexen Region bei einer BAV ist die 
Menge an AGE im Vergleich zu einer TAV um das 1,7 – fache signifikant erhöht (BAV: 
44,80 ng/mg ± 23,55 vs. TAV: 28,17 ng/mg ± 10,25, p < 0,001). Auch in der konkaven 
Region ist der AGE – Gehalt bei einer BAV im Vergleich zu einer TAV doppelt so hoch 
(BAV: 47,10 ng/mg ± 21,61 vs. TAV: 22,63 ng/mg ± 5,07, p < 0,001) und damit 
signifikant unterschiedlich.  
Auch hier konnte innerhalb der Gruppen keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich 
der Quantität an AGE zwischen den Regionen V und K festgestellt werden (BAV: p = 




Abbildung 9: Quantifizierung der AGE im Aortengewebe von Patienten mit BAV und TAV 
mittels ELISA. 
Dargestellt ist die Quantifizierung der AGE. Es zeigt sich sowohl in der konvexen Seite (linke zwei 
Balken) als auch in der konkaven Seite (beide Balken rechts) eine signifikant höhere AGE Menge bei 
Patienten mit BAV (orange) im Vergleich zu Patienten mit TAV (blau).   
Die Ergebnisse sind als Mittelwert ± STD angegeben. * bezeichnet eine Signifikanz von p ≤ 0,05. 
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5.2.3. Darstellung der Lokalisation von AGE in der Aortenwand mittels 
Immunhistochemie 
  
Um einen Eindruck für die Verteilung von AGE in der Aortenwand zu bekommen, 
wurden exemplarisch einige Proben von BAV und TAV mittels IHC dargestellt. 
Auch hier bestätigte sich erneut durch die intensive Braunfärbung ein wesentlich 





Abbildung 10: Immunhistochemie der Aortenwand zur Darstellung der AGE. 
Aortenwände der konvexen (links) und konkaven (rechts) Region von Patienten mit BAV (obere Reihe) 
oder TAV (untere Reihe) mit dem AGE-Antikörper (braun). Die Gegenfärbung der Kerne erfolgte mit 
Hämatoxylin (blauviolett). Die Bilder sind in 10facher Vergrößerung aufgenommen. Der 
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Bei isolierter Betrachtung der Intima zeigen sich optisch keine deutlichen Unterschiede 
zwischen BAV und TAV. Der Unterschied hinsichtlich der Expression wird erst bei 
Betrachtung der Tunica Media deutlich. Die Tunica Media einer Aortenwand bei 
vorliegender BAV besitzt einen deutlich höheren Gehalt an AGE. 
Von fünf BAV – Aorten und fünf TAV – Aorten mit jeweils V und K wurden außerdem 
die immunhistochemischen Bilder mittels Image J semi – quantitativ analysiert und die 
Intensität der braunen Färbung gemessen. Damit werden BAV und TAV hier nur nach 
dem Wert der Intensität verglichen. 
Eine Aortenwand von BAV zeigt auch in dieser Analyse ebenfalls eine tendenziell 
höhere AGE – Expression als das Aortengewebe einer TAV (BAV: 96 ± 18 vs. TAV: 
84 ± 16).  





Abbildung 11: Exemplarische immunhistochemische Bestimmung der Expression von AGE in 
der Aortenwand von Patienten mit BAV (links, orange) und TAV (rechts, blau).  
Es wurde die Intensität der braunen Farbe bestimmt, welche mit der Menge an AGE korreliert. Die Werte 
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5.3. Expression von RAGE im Aortengewebe 
 
Neben der Expressionsbestimmung von AGE ist denkbar, dass die RAGE – 
Expression als unmittelbare Folge einer Aktivierung durch eine mögliche Rolle in der 
Pathogenese einer proximalen Aortopathie – assoziiert mit einer BAV – spielt. Durch 
eine erhöhte Menge an AGE kann eine verstärkte Aktivierung von RAGE stattfinden. 
Damit werden nachfolgende Signalwege und Reaktionskaskaden wie die Aktvierung 
von Matrixmetalloproteinasen und die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies 
ebenfalls hochreguliert (Yan, Schmidt et al. 1994, Prasad, Sarkar et al. 2016). 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von RAGE im aneurysmatischen 
Aortengewebe von Patienten mit BAV und TAV mittels Western Blot Analyse 
quantifiziert. Anschließend erfolgte die Bestätigung der gewonnenen Ergebnisse durch 
ELISA. Zur besseren Visualisierung der Thematik wurden exemplarisch 
immunhistochemische Bilder angefertigt.  
 
 







Abbildung 12: Darstellung der Expression von RAGE bei BAV und TAV mittels Western Blot. 
Dargestellt ist ein repräsentativer Western Blot der Expression von RAGE bei BAV (linke drei Banden) 
und TAV (rechte drei Banden). Die oberen Banden zeigen RAGE mit seiner typischen Bande in Höhe 
von circa 45 kDa. Die unteren Bande zeigen die Bande von GAPDH in Höhe ca. 37 kDa. Ein 
Proteinmarker ist links markiert.  
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Wie schon bei AGE zeigt sich auch hinsichtlich der Expression von RAGE, dass diese 
in einer Aorta mit BAV im Vergleich zur Aorta mit TAV signifikant erhöht ist. Im 
konvexen Teil der Aorta war die RAGE Expression bei einer BAV 1,9 – fach höher als 
bei einer TAV (BAV: 1,91 ± 1,57 vs. TAV: 0,94 ± 0,44, p < 0,001). In der konkaven 
Region ist der Gehalt an RAGE bei einer BAV sogar 2,5 – fach höher als bei einer TAV 
(BAV: 1,94 ± 1,26 vs. TAV: 0,79 ± 0,52, p < 0,001).  
Hinsichtlich der Expression von RAGE innerhalb der Gruppen konnten sowohl bei BAV 
als auch bei TAV kein signifikanter Unterschied in der Verteilung zwischen den 





Abbildung 13: Quantifizierung des RAGE im Aortengewebe von Patienten mit BAV und TAV 
mittels Western Blot. 
Dargestellt ist die RAGE – Expression im Verhältnis zu GAPDH. Es zeigt sich sowohl in der konvexen 
Seite (linke zwei Balken) als auch in der konkaven Seite (beide Balken rechts) eine signifikant höhere 
RAGE Menge bei Patienten mit BAV (orange) im Vergleich zu TAV Patienten (blau).  
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5.3.2. Analyse der RAGE – Expression mittels ELISA  
 
Anschließend wurde in der vorliegenden Arbeit die Quantität von RAGE im 
Aortengewebe mittels ELISA bestimmt, um die Ergebnisse aus der Western Blot 
Analyse zu bestätigen. In Abbildung 14 wird ersichtlich, dass die Ergebnisse der 
Western Blot Analyse bestätigt werden konnten. Die Quantität von RAGE im 
Aortengewebe bei vorliegender BAV ist signifikant höher als die im Gewebe bei TAV.   
In der konvexen Seite einer Aorta bei einer BAV ist die Expression an RAGE im 
Vergleich zu einer TAV 1,7 fach erhöht (BAV: 164,20 pg/mg ± 148,49 vs. TAV: 95,33 
pg/mg ± 63,13, p = 0,018). Auch in der konkaven Region ist die Menge an RAGE bei 
einer BAV im Vergleich zu einer TAV ebenfalls 1,7 fach erhöht (BAV: 137,20 pg/mg ± 
98,27 vs. TAV: 81,22 ± 50,30 pg/mg, p = 0,005).  
Die konvexe und konkave Region der Aorta ascendens innerhalb der einzelnen 
Gruppen unterscheiden sich ebenfalls bezüglich der Quantität an RAGE nicht 
signifikant (BAV: p = 0,250, TAV: p = 0,346) 
 
 
Abbildung 14: Quantifizierung des RAGE im Aortengewebe von Patienten mit BAV und TAV 
mittels ELISA. 
Dargestellt ist die Quantifizierung von RAGE. Es zeigt sich sowohl in der konvexen Seite (linke zwei 
Balken) als auch in der konkaven Seite (beide Balken rechts) eine signifikant höhere RAGE Menge bei 
Patienten mit BAV (orange) im Vergleich zu Patienten mit TAV (blau).   
Die Ergebnisse sind als Mittelwert ± STD angegeben. * bezeichnet eine Signifikanz von p ≤ 0,05. 
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5.3.3. Darstellung der Lokalisation von RAGE in der Aortenwand mittels 
Immunhistochemie 
 
Um die unterschiedlichen Quantitäten an RAGE optisch zu veranschaulichen, wurden 






Abbildung 15: Immunhistochemie der Aortenwand zur Darstellung von RAGE. 
Aortenwände der konvexen (links) und konkaven (rechts) Region von Patienten mit BAV (obere Reihe) 
oder TAV (untere Reihe) mit dem RAGE – Antikörper (braun). Die Gegenfärbung der Kerne erfolgte mit 
Hämatoxylin (blauviolett). Die Bilder sind in 10facher Vergrößerung aufgenommen. Der 
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Durch die in Abbildung 15 dargestellten immunhistochemischen Bilder der Aortenwand 
wird visuell verdeutlicht, dass RAGE in der Wand bei vorliegender bikuspider 
Aortenklappe deutlich stärker exprimiert wird als in der Wand bei einer trikuspiden 
Klappe. Auch hier zeigen sich keine Unterschiede hinsichtlich der Expression in der 
Intima. Der unterschiedliche Gehalt an RAGE wurde erst bei Betrachtung der Tunica 
Media deutlich.  
Bei jeweils fünf Aorten von TAV und BAV mit V und K wurde eine Analyse der Bilder 
mittels Image J durchgeführt. Es wurde die Intensität der braunen Farbe gemessen.  
Beim Vergleich beider Gruppen zeichnet sich die Tendenz einer höheren RAGE 
Expression im Gewebe von BAV verglichen mit TAV – Patienten (BAV: 66 ± 11 vs. 




Abbildung 16: Exemplarische immunhistochemische Bestimmung der Expression von RAGE 
in der Aortenwand von Patienten mit BAV (links, orange) und TAV (rechts, blau). 
Es wurde die Intensität der braunen Farbe bestimmt, welche mit der Menge an RAGE korreliert. Die 
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5.4. Bestimmung der Plasmaspiegel an AGE und RAGE in ausgewählten 
Plasmaproben 
 
Von einigen Patienten standen neben den Gewebeproben auch Plasmaproben zur 
Verfügung. Mittels ELISA wurde in diesen Proben die Quantität an RAGE und AGE 
bestimmt.  
In Abbildung 17 wird ersichtlich, dass sich die Quantität an AGE im Plasma zwischen 
den beiden Gruppen BAV und TAV nicht signifikant unterscheidet (BAV: 6,89 ng/mg ± 




Abbildung 17: Bestimmung der Quantität von AGE im Plasma mittels ELISA von Patienten mit 
BAV (links, orange) und TAV (rechts, blau). 
Die Werte sind als Mittelwert ± STD angegeben.  
 
Es wurde im Plasma die lösliche Form des RAGE detektiert. Das Assay zur 
Quantitätsbestimmung von RAGE misst dabei die extrazelluläre Domäne, welche die 
lösliche Form auszeichnet. 
Ebenso konnte bei der Quantitätsbestimmung von RAGE im Plasma gezeigt werden, 
dass bei Patienten mit BAV im Vergleich zu Patienten mit TAV keine signifikante 
Erhöhung bestand (BAV: 58,70 pg/mg ± 44,04 vs. TAV: 41,30 pg/mg ± 37,46, p = 
0,169), Abbildung 18.  
  Ergebnisse 
 
  56  
 
Abbildung 18: Bestimmung der Quantität von RAGE im Plasma mittels ELISA von Patienten mit 
BAV (links, orange) und TAV (rechts, blau).  
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6. Diskussion 
 
Mit einer Prävalenz von 0,5 – 2 % stellt die bikuspide Aortenklappe die häufigste 
kongenitale Anomalie des Herzens dar. Diese und vor allem ihre assoziierten 
Komplikationen haben in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung gewonnen. 
Patienten mit einer BAV entwickeln häufiger und vor allem in einem jüngeren Alter 
Komplikationen im Sinne eines proximalen Aortenaneurysmas und mit dem Risiko 
einer Ruptur sowie einer akuten Aortendissektion (Ferencik and Pape 2003, 
Michelena, Khanna et al. 2011, Regeer, Versteegh et al. 2016). Der 
Entstehungsmechanismus des Aneurysmas konnte bis dato nicht geklärt werden. 
Somit ist auch eine individuelle Risikostratifizierung des einzelnen Patienten nicht 
möglich. Einige Studien widmen sich bereits der komplexen Thematik auf molekularer 
Ebene. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass im Aortenaneurysma von BAV 
– Patienten die Aktivität von MMP 2 erhöht ist, woraus Veränderungen in der 
extrazellulären Matrix resultieren können (LeMaire, Wang et al. 2005). Als mögliche 
Ursache kommt dafür eine Aktivitätssteigerung innerhalb vorangehender Signalwege 
in Frage, deren Ausgangspunkt unter anderem RAGE darstellten könnte. Indem sie in 
Plasmaproben von Patienten mit bikuspider Klappe signifikant höhere Werte an RAGE 
feststellten, sahen Branchetti et al. erstmalig in RAGE einen neuen Ansatzpunkt zur 
Identifikation von Patienten mit BAV und deren Komplikationen (Branchetti, Bavaria et 
al. 2014). 
Die vorliegende Arbeit untersuchte die Expression des RAGE sowie der AGE als 
mögliche RAGE Liganden in der Aortenwand betroffener Patienten. Ein weiterer Fokus 
lag auf der Bestimmung von AGE und RAGE im Plasma, um deren potentielle Rolle 
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6.1. Expressionserhöhung von AGE in der Aortenwand von Patienten mit 
BAV 
 
Mittels Western Blot Analyse, ELISA und exemplarischer immunhistochemischer 
Färbung wurden die humanen Aortenproben proximaler Aortenaneurysmen einer 
hohen Probandenzahl erstmals hinsichtlich der Expression von AGE untersucht. Die 
Analysen ergaben, dass im Aortengewebe eines BAV – Patienten sowohl in der 
konvexen als auch in der konkaven Region 1,5 bis 2,0fach mehr AGE exprimiert wird 
verglichen mit den Gewebeproben von TAV – Patienten.  
Aus den immunhistochemischen Aufnahmen wird deutlich, dass sich die 
Expressionserhöhung hauptsächlich auf die Tunica media der Aorta konzentriert. Im 
Allgemeinen kann geschlussfolgert werden, dass davon ausgehende Veränderungen, 
beispielsweise hinsichtlich Elastin und Kollagen, wahrscheinlich in diesem Bereich 




6.1.1. Mögliche Ursachen der Expressionserhöhung 
 
Allgemein kann eine Erhöhung von AGE mehrere Ursachen haben. Zum einen ist ein 
Anstieg der Werte mit zunehmendem Lebensalter physiologisch (Nedic, Rattan et al. 
2013).  Daneben sind auch bei vielen Krankheiten erhöhte AGE – Werte bekannt. Es 
konnte gezeigt werden, dass zum Beispiel Diabetiker aufgrund der bei Ihnen 
vorliegenden erhöhten Glucosewerte eine AGE – Erhöhung aufweisen (Brownlee 
1992, Beisswenger, Makita et al. 1995, Aso, Inukai et al. 2000). Um diesen Einfluss zu 
eliminieren, wurden in der vorliegenden Arbeit Diabetiker ausgeschlossen. Zum 
anderen wird deutlich, dass ein Anstieg auch bei Nicht – Diabetikern zu verzeichnen 
ist, da AGE ebenso ein Produkt von im Gewebe stattfindender Inflammation und 
erhöhtem oxidativen Stress sein können (Yan, Schmidt et al. 1994, Nedic, Rattan et 
al. 2013).  
Im thorakalen Aortenaneurysma wurde bereits über eine Gewebsinfiltration mit 
inflammatorischen Zellen berichtet (He, Guo et al. 2006). Auch bei Patienten mit 
bikuspider Klappe und vorliegender Aortenklappenstenose ist bekannt, dass im 
Gewebe ein Inflammationsanstieg vorliegt. Dies wird vor allem durch die Infiltration mit 
M1 – Makrophagen sowie einer Neigung zur Neovaskularisation deutlich. In einigen 
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dieser Studien wird außerdem die Vermutung geäußert, dass das bei bikuspiden 
Klappen bereits bekannte helikale Flussverhalten und die somit erhöhte mechanische 
Belastung der Aortenwand für den Anstieg der Makrophagenzahl verantwortlich sein 
könnte (Sucosky, Balachandran et al. 2009, Moreno, Astudillo et al. 2011, Wang, Chen 
et al. 2014). Aus der aktuellen Literatur ist bekannt, dass aktivierte M1 – Makrophagen 
eine Quelle für AGE darstellen. Diese sezernieren AGE – Albumin, die am häufigsten 
vorkommende Form (Byun, Yoo et al. 2017, Son, Kang et al. 2017). Da eine 
andauernde hyperglykämische Stoffwechsellage bei den Patienten mit BAV in der 
vorliegenden Arbeit als Quelle der AGE weitgehend ausgeschlossen werden kann, 
lässt sich mutmaßen, dass die Sekretion von AGE aus den aktivierten Makrophagen 
zu einem Anstieg eben dieser führen kann.  
Neben Inflammation unterstützt auch der oxidative Stress die Bildung von AGE. ROS 
reagieren hierbei oxidativ mit Glukose und Amadori Produkten, was zur Bildung von 
Carbonylverbindungen führt, aus denen letztendlich AGE entstehen (Rodriguez-
Manas, Angulo et al. 2003). Beispielsweise wird CML – AGE auch im Zuge der 
Aktivierung der Myeloperoxidase gebildet (Anderson, Requena et al. 1999). Die 
produzierten AGE und der nachfolgend aktivierte RAGE führen ebenfalls zur Bildung 
von ROS. Dadurch wird wiederum erneut die AGE – Bildung stimuliert, was somit 
einem positivem Feebackmechanismus entspricht. Einige Autoren beschrieben bereits 
eine Erhöhung des oxidativen Stresses in der Aortenwand bei BAV (Kotlarczyk, Billaud 
et al. 2016, Billaud, Phillippi et al. 2017). Ebenso kann der verminderte Abbau der ROS 
durch eine Reduktion des antioxidativen Systems letztendlich zur AGE – Erhöhung 
beitragen (Ott, Jacobs et al. 2014). Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivität der 
Superoxiddismutase (SOD) im Gewebe bei BAV erniedrigt ist (Phillippi, Hill et al. 
2017). Die SOD stellt einen Bestandteil des antioxidativen Systems dar und somit lässt 
sich in der Aorta bei BAV eine Fehlregulation zugunsten des oxidativen Stresses 
vermuten (Fukai and Ushio-Fukai 2011, Santilli, D'Ardes et al. 2015).  
 
Zusammenfassend ist die Erhöhung der AGE – Expression mögliche Folge einer 
verstärkten Inflammation sowie eines Anstiegs an oxidativem Stress in der Aorta bei 
BAV. 
 
Neben einer verstärkten Produktion kommen auch Störungen in den Abbauprozessen 
von AGE für eine Erhöhung in Frage. Allgemein können AGE durch die angeborene 
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Abwehr oder nach Transport in die Zelle abgebaut werden. Lysozyme, Bestandteile 
des angeborenen Immunsystems, sind in der Lage, AGE abzubauen und deren 
Ausscheidung zu beschleunigen, bevor eine Reaktion mit anderen Molekülen erfolgt 
(Zheng, Cai et al. 2001). Die Aufnahme von AGE in den Intrazellularraum erfolgt im 
Wesentlichen über zwei Rezeptoren: AGE – R1/OST – 48 und AGE – R3/galectin – 3.  
AGE – R1/OST beispielweise übernimmt nach Bindung von AGE eher eine protektive 
Rolle gegen Zellschädigungen durch Oxidativen Stress (Lu, He et al. 2004, Cai, He et 
al. 2006, Vlassara, Cai et al. 2009). AGE – R3/galectin – 3 hingegen spielt eher bei 
Zellmigration, Zelladhäsion und Erhöhung des metastatischen Potentials eine Rolle 
(Vlassara, Li et al. 1995, Pricci, Leto et al. 2000, Yoshii, Fukumori et al. 2002).  Den 
Prozess der Aufnahme in den Intrazellularraum bezeichnet man als rezeptorvermittelte 
Endozytose, welche meist durch Clathrin – besetzte Vesikel erfolgt (Araki, Higashi et 
al. 1995, Mukherjee, Ghosh et al. 1997). Durch diese erfolgt der Transport des AGE – 
Rezeptor – Komplexes zum Endosomen, wo anschließend wieder die Separation 
beider erfolgt. Während der Rezeptor zur Zellmembran zurücktransportiert wird, 
fusionieren die AGE – Endosomen mit Lysosomen (Sorkin and von Zastrow 2009, 
Platta and Stenmark 2011). Dort erfolgt die Reaktion mit ansässigen Proteasen, zu 
denen Cathepsine zählen. Grimm et al. konnten insbesondere die Rolle von Cathepsin 
D im AGE – Abbau aufzeigen (Grimm, Ernst et al. 2010). Die modifizierten und nun 
löslichen AGE können dann über das renale System ausgeschieden werden. Neben 
dem hauptsächlichen Abbau durch lysosomale Proteasen können AGE auch durch 
das proteasomale System degradiert werden. Hier ist bekannt, dass AGE die 
Zusammensetzung des Proteasom verändern, was einen verminderten Abbau nach 
sich ziehen kann (Grimm, Ott et al. 2012).   
Daneben können AGE und vor allem die reaktiven Zwischenprodukte wie 
Methylglyoxal auch enzymatisch abgebaut werden. Als Beispiele sind das Glyoxalase 
– System sowie die Aldehyd – Dehydrogenase zu nennen (Goldin, Beckman et al. 
2006, Nass, Bartling et al. 2007, Ott, Jacobs et al. 2014). Sie stehen im direkten 
Zusammenhang mit Glutathion, welches Zellen vor oxidativem Stress schützt (Abordo, 
Minhas et al. 1999). Bei einem hohen Level an oxidativem Stress und somit einem 
Verbrauch an Glutathion ist die Enzymfunktion vermindert (Thornalley 1996, Ott, 
Jacobs et al. 2014)     
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Daraufhin lässt sich vermuten, dass auch Störungen in den zellulären Prozessen zum 
Abbau von AGE zu einer Akkumulation eben dieser führen können. Bisher erfolgten 
weder bei proximalen Aortenaneurysmen von BAV noch von TAV Untersuchungen 
bezüglich dieser Thematik. Diese sollten Gegenstand zukünftiger Forschungen sein. 
 
Ein Ziel der Arbeit bestand darin, zunächst allgemein den Unterschied der AGE – 
Expression zwischen BAV und TAV zu untersuchen. Das jeweilig vorliegende Vitium 
sowie die Morphologie der BAV wurden bisher aufgrund der begrenzten Probenzahl 
nicht in die Überlegungen mit einbezogen. In einer Studie wurde deutlich, dass sich 
nicht nur BAV und TAV hinsichtlich ihres hämodynamischen Flussverhaltens 
unterscheiden. Auch innerhalb der Gruppe der BAVs variiert das Flussverhalten in 
Abhängigkeit davon, ob eine Aortenklappenstenose oder Aortenklappeninsuffizienz 
vorliegt (Shan, Li et al. 2017). Demgegenüber stehen aber auch Untersuchungen, die 
zeigen konnten, dass es bei bikuspiden Klappen ohne Funktionsstörungen ebenfalls 
zu pathologischen Flussmustern in der Aorta ascendens kommt (Hope, Hope et al. 
2011, Bissell, Hess et al. 2013). Neben dem Vitium hat ebenso die BAV – Morphologie 
einen Einfluss auf den Fluss und die Verteilung des resultierenden wall shear stresses 
auf die Aortenwand. In diversen Studien wird deutlich, dass sich die Verteilung des 
wall shear stresses zugunsten der konvexen Region unterscheidet (Mahadevia, 
Barker et al. 2014). Somit sind auch Unterschiede in der AGE – Verteilung denkbar. 
Die Untersuchungen ergaben zwischen konvexer und konkaver Region bisher keine 
signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Expression von AGE. In zukünftigen 
Forschungen könnte anhand einer größeren Probenanzahl diese Thematik hinsichtlich 
einer möglichen unterschiedlichen Expression und in Abhängigkeit von Vitium und 
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6.1.2. Zusammenhang von AGE und Gefäßsteifigkeit   
 
Eine mögliche Konsequenz des AGE – Anstiegs selbst ist die Erhöhung der Steifigkeit 
von Gefäßen. Dieser liegt der Mechanismus des cross – linking zu Grunde. Im 
Allgemeinen wird dieser Mechanismus von intra – und intermolekularen 
Brückenmolekülen repräsentiert, welcher neben anderen Faktoren zusätzlich zur 
Stabilität des Binde – und Stützgewebes des Körpers beitragen (van Daele, 
Birkenhager et al. 1994). Auf Grundlage einer enzymatischen Reaktion entsteht zum 
Beispiel der Pyridinium cross – link, der bekannteste Vertreter (Palokangas, Kovanen 
et al. 1992, Haus, Carrithers et al. 2007). Jedoch können cross – link Verbindungen 
auch nicht – enzymatisch gebildet werden. Dazu zählen Advanced Glycation End 
Products, hier genauer Pentosidin (Sajithlal, Chithra et al. 1998, Haus, Carrithers et al. 
2007, Koole, van Herwaarden et al. 2017). Diese AGE reagieren dann kovalent mit 
langlebigen Proteinen wie Kollagen und Elastin. Die biomechanischen Eigenschaften 
der Aorta werden im Wesentlichen durch diese beiden Strukturproteine der 
extrazellulären Matrix bestimmt. Kollagen sorgt im Gefäß für die Reißfestigkeit der 
Wand, wohingegen Elastin für die elastische Verformbarkeit bezüglich der 
physiologischen Druckschwankungen zuständig ist (Winlove, Parker et al. 1996, 
Laurent, Cockcroft et al. 2006, Forsell, Bjorck et al. 2014). Störungen in Struktur und 
Funktion resultieren in einem Integritätsverlust innerhalb der Aortenwand und einer 
progressiven Dilatation (Forsell, Bjorck et al. 2014). Das fehlerhafte cross – linking 
führt somit unter anderem zu Veränderungen der Elastizität der Gefäßwand und zu 
einer erhöhten Rigidität der Gefäße (Kent, Light et al. 1985, Wolffenbuttel, Boulanger 
et al. 1998, Vaitkevicius, Lane et al. 2001, Bakris, Bank et al. 2004). Auch in einer post  
mortem Studie konnte die Korrelation zwischen Akkumulation von AGE im Gewebe 
und gesteigerter Steifigkeit der Aorta gezeigt werden (Sims, Rasmussen et al. 1996).  
Es ist bekannt, dass die Gefäßsteifigkeit der Aorta auch eine potenzielle Rolle bei der 
Entwicklung von Aneurysmen spielt (Gordon 1966, Raaz, Zollner et al. 2015). In 
einigen Studien wurde bereits gezeigt, dass die Wand einer dilatierten thorakalen 
Aorta steifer ist als die einer nicht dilatierten (Okamoto, Wagenseil et al. 2002, Vorp, 
Schiro et al. 2003). Auch bei Patienten mit bikuspider Aortenklappe liegt eine erhöhte 
Steifigkeit der Aortenwand vor (Pichamuthu, Phillippi et al. 2013, Forsell, Bjorck et al. 
2014). Durch mechanische Messung der Dehnbarkeit konnten Forsell et al. feststellen, 
dass die Aorta von BAV – Patienten schon makroskopisch eine erhöhte Festigkeit 
aufwies. Das Protein, welches den größten Einfluss auf die Steifigkeit besitzt, ist 
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Kollagen. Die Studie kam außerdem zu dem Ergebnis, dass die Aorta bei bikuspider 
Aortenklappe eine höhere kollagenbezogene Steifigkeit im Vergleich zu der eines 
Patienten mit trikuspider Aortenklappe aufweist. Es konnte auch gezeigt werden, dass 
die Aorta bei BAVs ein defektes cross – linking zeigt (Forsell, Bjorck et al. 2014). 
Weitere Studien, die beispielsweise die Pulswellengeschwindigkeit analysierten, 
kamen ebenfalls zu dem Ergebnis, dass die Aortenwand bei Patienten mit BAV eine 
erhöhte Steifigkeit besitzt. Die Messung der Pulswellengeschwindigkeit stellt den 
Goldstandard zur direkten, nicht – invasiven Messung der arteriellen Gefäßsteifigkeit 
dar. Sie bezeichnet die Geschwindigkeit der Ausbreitung der Druckwelle, 
hervorgerufen durch die systolische Kontraktion des linken Ventrikels, welche sich 
dann im arteriellen Gefäßsystem ausbreitet. In Gefäßen mit erhöhter Steifigkeit steigt 
auch die Pulswellengeschwindigkeit an (Middeke 2010, Shim, Cho et al. 2011, 
Santarpia, Scognamiglio et al. 2012). Moraef et al. untersuchten die Elastizität der 
Aortenwand bei Menschen mit bikuspider und trikuspider Aortenklappe und konnten 
die reduzierte Dehnbarkeit der Aorta bei BAV auch bei noch nicht dilatierten Aorten 
zeigen (Moaref, Khavanin et al. 2014). 
 
Aus diesen Ergebnissen kann geschlussfolgert werden, dass die strukturellen 
Unterschiede und die resultierende erhöhte Aortensteifigkeit an der frühen 
Entwicklung und Progression der Aortendilatation bei Patienten mit BAV beteiligt sind. 
Als mögliche Ursache der kollagenbezogenen Steifigkeit und des fehlerhaften cross – 
linkings kann hier also die Erhöhung von AGE in der Aortenwand angesehen werden.  
 
Des Weiteren ist bekannt, dass ein Aortenaneurysma häufig von einer vaskulären 
Kalzifizierung begleitet wird. Übermäßige Kalziumeinlagerungen führen ebenfalls zu 
einem Elastizitätsverlust der Aortenwand (Matsumoto, Maniwa et al. 2012). 
Haunschild et al. konnten bei Untersuchung der granularen Mediakalzinose feststellen, 
dass die Kalzifizierung in der Media der aneurysmatisch veränderten Aortenwand 
doppelt so hoch war wie bei TAV – Patienten (Haunschild, Schellinger et al. 2017). 
Somit ist denkbar, dass neben dem fehlerhaften und übermäßigen cross – linking auch 
vermehrte Kalziumeinlagerungen in der Aorta als Ursache für reduzierte 
Gefäßelastizität und Progression einer Aortendilatation bei BAV in Frage kommen. Die 
Rolle von AGE in Kalzifizierungsprozessen der Gefäße wurde bereits beschrieben 
(Sakata, Takeuchi et al. 2003, Taki, Takayama et al. 2006, Conway, Edmundowicz et 
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al. 2010). Erhöhte AGE – Level führen durch Reaktion mit Elastin und Kollagen zu 
einer erhöhten Bindung von Kalziumionen und somit vermehrter Kalzifizierung der 
Gefäßwand (Winlove, Parker et al. 1996, Sakata, Takeuchi et al. 2003).  
 
Daraus kann geschlussfolgert werden, dass AGE neben dem beschriebenen cross – 
linking auch durch Erhöhung der Kalzifizierung zu einer vermehrten Gefäßsteifigkeit 
beitragen.  
 
Die Vermutungen stehen auch im Einklang mit dem Ergebnis der 
immunhistochemischen Betrachtung. Eine erhöhte Expression der AGE ist vor allem 
in der Tunica media zu finden. Eine Interaktion mit den lokalen Hauptkomponenten der 
extrazellulären Matrix, zu denen auch Elastin und Kollagen gehören, ist somit denkbar.  
Um den Einfluss des cross – linkings durch AGE besser veranschaulichen zu können, 
wäre es sinnvoll, das Ausmaß fehlerhafter Kollagenverbindung in der Aorta bei BAV 
im Vergleich zu TAV zu bestimmen. Koole et al. untersuchten dieses bereits am 
abdominalen Aortenaneurysma. Sie verwendeten dazu die high – perfomance liquid 
chromatography (Koole, van Herwaarden et al. 2017).  
 
Weiterhin sollte auch bedacht werden, dass die Erhöhung der Steifigkeit der 
Aortenwand neben der Expressionserhöhung an AGE durch weitere Faktoren zu 
erklären ist. Auch die Fragmentierung elastischer Fasern und ein Verlust an 
kollagenen Fasern tragen beispielsweise dazu bei. Beides konnte auch in der 
Aortenwand bei bikuspider Aortenklappe bereits gezeigt werden (de Sa, Moshkovitz 
et al. 1999, Cotrufo, Della Corte et al. 2005, Wagsater, Paloschi et al. 2013, Phillippi, 
Green et al. 2014). Ebenso könnte die vermehrte Apoptose von SMCs eine Ursache 
der Rigiditätserhöhung sein (Sawabe 2010). Vermehrter Scherstress, wie er in der 
Aorta von BAV – Patienten bereits nachgewiesen werden konnte, kommt als ein 
möglicher Auslöser der erhöhten Apoptoserate in Frage (Hope, Hope et al. 2011, 
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6.2. Expressionserhöhung von RAGE im Aortengewebe bei Patienten mit 
BAV 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals eine aussagekräftige Anzahl von 
Aortenproben bi – und trikuspider Patienten im Hinblick auf die RAGE – Expression 
untersucht. Die durchgeführten Analysen ergaben, dass diese in der Aortenwand von 
Patienten mit bikuspider Klappe im Vergleich zu Patienten mit trikuspider Klappe 
signifikant erhöht ist. Auch hier ergaben die Analysen übereinstimmende Ergebnisse. 
Der Gehalt an RAGE im Aortengewebe einer BAV ist im Gegensatz zur einer TAV um 
1,7 bis 2,5fach erhöht. Wie schon bei AGE wird auch hier in den 
immunhistochemischen Abbildungen deutlich, dass die Expressionsverstärkung vor 
allem in der Tunica Media der Aortenwand zu beobachten ist. 
 
 
6.2.1. Ätiologie der Expressionserhöhung unter Einbeziehung der Liganden 
 
Ein bekannter Ligand von RAGE stellt die Gruppe der AGE dar (Neeper, Schmidt et 
al. 1992). Eine Überexpression und somit ein höheres Angebot dieser Liganden für 
RAGE könnte eine mögliche Ursache der Überexpression des Rezeptors sein. AGE 
stellt also möglicherweise einen Ausgangspunkt für Reaktionen dar, die in 
Zusammenhang mit der progressiven Entwicklung von proximalen Aortenaneurysmen 
bei BAV stehen.  
 
Allerdings besitzt RAGE neben AGE noch andere Liganden, die ebenfalls eine 
Erhöhung der Expression nach sich ziehen können. Dazu zählen unter anderem 
Amphotericin (HMGB – 1) und Proteine der S100 – Familie (Hori, Brett et al. 1995, 
Hofmann, Drury et al. 1999, Bierhaus, Humpert et al. 2005). Aus der Familie der S100 
– Protein, die zur Gruppe der Calcium – bindenden Proteine gehören, scheinen 
besonders S100A6 und S100A12 in der Pathogenese von thorakalen Aneurysmen 
eine Rolle zu spielen. S100A6 wird ebenso wie AGE in Stresssituationen, zu denen 
mechanische Veränderungen und oxidativer Stress zählen, vermehrt exprimiert 
(Breen, Fu et al. 1999, Lesniak, Szczepanska et al. 2005). Bei einer 
Expressionserhöhung von S100A12 konnte bereits ein Zusammenhang zum 
thorakalen Aortenaneurysma und zur Aortendissektion gezeigt werden (Das, Gawdzik 
et al. 2012). 
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Amphotericin (HMGB – 1) gilt als proinflammatorisches Molekül und als Ligand von 
RAGE aktiviert es unter anderem den folgenden MAPK – und Rho – GTPase Weg. 
Bisher fand es zum Beispiel Bedeutung in der Tumorbiologie und in der Pathogenese 
von Atherosklerose und Rheumatoider Arthritis (Huttunen, Fages et al. 1999, Fages, 
Nolo et al. 2000, Taguchi, Blood et al. 2000, Kalinina, Agrotis et al. 2004, Lotze and 
Tracey 2005, Porto, Palumbo et al. 2006, Suda, Kitagawa et al. 2006). Bezüglich der 
Aneurysmaentstehung konnte bei HMBG – 1 gezeigt werden, dass dessen Blockade 
die Entwicklung von abdominalen Aortenaneurysmen hemmt (Kohno, Anzai et al. 
2012).  
 
Eine RAGE – Expressionserhöhung lässt sich unter anderem durch ein Mehrangebot 
an Liganden erklären. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass AGE, 
welches als Ligand von RAGE fungiert, im aneurysmatischen Gewebe bei BAV 
verstärkt exprimiert wird. Daraus lässt sich die Vermutung anstellen, dass die 
verstärkte Expression an RAGE dadurch hervorgerufen werden könnte. Dennoch 
sollten in weiteren Untersuchungen wie beispielsweise Western Blot oder ELISA die 
anderen Liganden ebenfalls hinsichtlich ihrer Expression getestet werden, um deren 
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6.2.2. Folgen der RAGE – Erhöhung und ihr Einfluss auf die Gefäßwand  
 
Wie bereits erläutert, weist die Aorta von Patienten mit BAV eine höhere Steifigkeit auf 
(Pichamuthu, Phillippi et al. 2013, Forsell, Bjorck et al. 2014). Ein möglicher 
Ansatzpunkt hinsichtlich der Ätiologie ist das erhöhte Kalzifizierungslevel (Matsumoto, 
Maniwa et al. 2012, Lee, Sung et al. 2013). Neben der durch AGE ausgelösten 
vermehrten Bindung von Kalziumionen trägt wahrscheinlich auch die AGE – RAGE – 
Interaktion zur Erhöhung der Kalzifizierung bei. (Winlove, Parker et al. 1996, Sakata, 
Takeuchi et al. 2003). Die Aktivierung von RAGE und der nachfolgenden Signalwege 
induziert eine osteogene Aktivierung von SMCs  (Tanikawa, Okada et al. 2009, Wei, 
Ren et al. 2013). Hierbei spielt besonders die Aktivierung der MAP – Kinase Wege 
eine Rolle. Dazu zählen JAK, ERK1/2 und p38 (Basta, Lazzerini et al. 2002, Wautier 
and Schmidt 2004). Bei diesen ist auch bekannt, dass sie in Zusammenhang mit einer 
veränderten Zelldifferenzierung stehen (Beck and Knecht 2003, Guicheux, Lemonnier 
et al. 2003, Hu, Chan et al. 2003). Daneben wird durch die Reaktion von AGE mit 
RAGE der wnt/b - cathenin Weg aktiviert. Einerseits ist dieser dafür bekannt, Proteine, 
die eine Rolle bei der Knochenbildung spielen, zu regulieren (Hill, Spater et al. 2005). 
Andererseits wurde auch vermutet, dass ebenso die Differenzierung von SMCs in ihre 
osteogene Form positiv beeinflusst wird (Zieman, Melenovsky et al. 2007, He, Liu et 
al. 2015). In einer Studie aus dem Jahr 2015 konnte gezeigt werden, dass eine erhöhte 
AGE – RAGE – Interaktion eine verstärkte Expression an b - Cathenin nach sich zieht 
(He, Liu et al. 2015). Darüber hinaus zeigten Wei et al., dass durch die Inhibition des 
AGE – RAGE – Signalweges SMCs von Ratten das Kalzifizierungslevel gesenkt 
werden konnte (Wei, Ren et al. 2013). In einer ähnlichen Studie von Brodeur et al. 
konnte diese Annahme bestätigt werden (Brodeur, Bouvet et al. 2014). 
 
Neben dem Einfluss von AGE allein lässt sich demzufolge mutmaßen, dass auch die 
Interaktion von AGE mit RAGE zur Erhöhung der Kalzifizierung und somit zur 
vermehrten Steifigkeit der Aorta bei Patienten mit BAV beitragen könnte.  
 
Ein weiterer Einfluss von RAGE in der Pathogenese des proximalen 
Aortenaneurysmas lässt sich durch den bekannten Zusammenhang mit MMPs 
vermuten. Die verstärkte Expression an AGE sowie RAGE bildet hierbei einen 
möglichen Erklärungsansatz der verstärkten Aktivität von MMPs. Die Interaktion beider 
induziert Zytokine wie IL – 2 und TNFa. Diese können wiederum eine 
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Expressionserhöhung der MMPs nach sich ziehen (Sarkar, Prasad et al. 2013, Prasad, 
Sarkar et al. 2016). MMPs sind eine Gruppe von Endopeptidasen, die durch ihre 
proteolytische Aktivität in der Lage sind, Bestandteile der extrazellulären Matrix 
abzubauen. Sie spielen eine Rolle bei der Regulation einer Vielzahl von Prozessen, 
zu denen unter anderem embryonale Entwicklungsvorgänge, Wundheilungsprozesse, 
Angiogenese, Arthritis und Tumore zählen (Alexander, Hansell et al. 1996, Egeblad 
and Werb 2002, Mott and Werb 2004, Page-McCaw, Ewald et al. 2007, Rodriguez, 
Morrison et al. 2010). Auch in Aneurysmen und Dissektionen der Aorta ascendens 
konnte eine erhöhte Aktivität von MMPs nachgewiesen werden. Daraus lassen sich 
auch Veränderungen der extrazellulären Matrix und eine mögliche Ausdünnung der 
Aortenwand vermuten. Die Degradation erfolgte hierbei vor allem durch die MMPs 2 
und 9 (Karnik, Brooke et al. 2003, El-Hamamsy and Yacoub 2009, Sarkar, Prasad et 
al. 2013, Prasad, Sarkar et al. 2016). Darüber hinaus konnten Peeters et al. sogar 
nachweisen, dass eine erhöhte Aktivität der MMPs mit einer verstärkten arteriellen 
Steifigkeit einhergeht (Peeters, Engelen et al. 2017). Über die Rolle der MMPs wurde 
bereits auch bei bikuspiden Klappen berichtet. Die bei ihnen vorliegenden Aneurysmen 
zeigen eine erhöhte Expression an MMP 2 (Fedak, Verma et al. 2002, LeMaire, Wang 
et al. 2005, Rabkin 2014). Eine Erhöhung an MMP 2 im Aortengewebe bei BAV kann 
dann beispielsweise zu einer verstärkten Degradation der extrazellulären Matrix 
führen. Cortrufo et al. wiesen bei Patienten mit BAV einen signifikant geringeren Gehalt 
an Kollagen in der Aortenwand nach, was eine mögliche Ausdünnung dieser nach sich 
ziehen könnte. In diversen Studien konnte gezeigt werden, dass auch 
hämodynamische Veränderungen in Beziehung zur Mediadegeneration stehen. 
Guzzardi et al. konnten mittels einer 4D – MRT – Untersuchung von 20 Patienten 
zeigen, dass die Wandregionen, die dem größten shear stress ausgesetzt waren, 
Dysregulationen von Bestandteilen der extrazellulären Matrix zeigten. Außerdem war 
MMP 2 in diesen Regionen verstärkt exprimiert. Dies könnte dort zur Veränderung der 
Regulation der extrazellulären Matrix führen (Guzzardi, Barker et al. 2015). Eine 
weitere Studie kam zu dem Ergebnis, dass der Kollagengehalt aufgrund des 
unterschiedlichen wall shear stress in der konvexen Region noch stärker vermindert 
war als in der konkaven (Cotrufo, Della Corte et al. 2005). Daraus lässt sich 
schlussfolgern, dass somit auch die Verteilung der MMPs und letztendlich RAGE 
ebenfalls asymmetrisch sein könnte. In der vorliegenden Arbeit zeigten sich wie schon 
bei AGE auch hinsichtlich der Expression von RAGE jedoch keine Unterschiede 
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zwischen konvexer und konkaver Region. Deshalb sollten auch bei RAGE weitere 
Untersuchungen erfolgen, die Vitium und Klappenmorphologie beachten.  
 
So lässt sich die Vermutung stellen, dass eine Überexpression von RAGE über 
nachfolgende Signalwege zur einer erhöhten Aktivität der MMPs führen könnte. 
Veränderungen in der Regulation der extrazellulären Matrix könnten die Folge sein 
und die Integrität der Aortenwand verändern.  
 
Neben den bereits genannten Mechanismen ist es denkbar, dass außerdem durch ein 
erhöhtes Maß an oxidativem Stress die Entstehung und Progression des Aneurysmas 
gefördert wird. Oxidativer Stress ist im engeren Sinn durch ein Ungleichgewicht von 
prooxidativen und antioxidativen Faktoren zugunsten der erstgenannten beschrieben. 
Allgemein ist bereits bekannt, dass eine AGE – RAGE – Interaktion die Menge an 
oxidativem Stress im Sinne einer Enzymaktivierung und Produktionserhöhung von 
ROS steigert (Wautier, Wautier et al. 1994, Yan, Schmidt et al. 1994). RAGE aktiviert 
zum Beispiel die NOX, welche für die Produktion von ROS zuständig ist. Unter 
anderem konnte eine NAPDH – abhängige Produktion von Superoxid – Anionen belegt 
werden (Rajagopalan, Kurz et al. 1996, Yamagishi, Maeda et al. 2012, Koulis, Watson 
et al. 2015, Santilli, D'Ardes et al. 2015). Einerseits kann eine Erhöhung von oxidativem 
Stress zu einer direkten Schädigung von zellulären Komponenten führen. Andererseits 
besteht auch die Möglichkeit einer Aktivierung abhängiger Signalwege wie MMPs, 
Proteinphosphorylierung und Ionen – anhängige Transportsysteme (Napoli, de Nigris 
et al. 2001, Ogita and Liao 2004). Daraus könnten Inflammation, verstärkte Apoptose 
und verändertes Remodeling resultieren (Finkel and Holbrook 2000, Mueller, Laude et 
al. 2005). Der Einfluss auf zahlreiche kardiovaskuläre Pathologien ist weitreichend 
untersucht. Dazu zählen unter anderem Erkrankungen der Koronararterien und die 
Atherosklerose (Gryglewski, Palmer et al. 1986, Lum and Roebuck 2001). Weiterhin 
konnte im abdominalen und idiopathischen thorakalen Aortenaneurysma ein erhöhtes 
Level an oxidativem Stress beobachtet werden und eine Rolle in der Entstehung des 
Aneurysmas ist somit denkbar (Ejiri, Inoue et al. 2003, Xiong, Mactaggart et al. 2009). 
Bei Patienten mit BAV konnte gezeigt werden, dass in der Aortenwand unabhängig 
vom Grad der Dilatation die Menge an Superoxid – Anionen in den SMCs erhöht ist 
(Billaud, Phillippi et al. 2017). Beispielsweise aus tierexperimentellen Studien ist 
bereits ein Zusammenhang zwischen Scherstress und oxidativem Stress bekannt 
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(Hwang, Saha et al. 2003, Yamamoto, Fukuda et al. 2005, Mohan, Koyoma et al. 
2007). Es konnte gezeigt werden, dass sich bei pathologischem Scherstress die 
Aktivität der NOX erhöht (Lassegue and Clempus 2003, Garvin and Hong 2008). Aus 
einer Vielzahl von Studien über kardiovaskuläre Erkrankungen ist die NOX bereits als 
Pathogenitätsfaktor für das Auftreten und die Progression derer beschrieben. Als 
Beispiele sind hier Herzinsuffizienz, Diabetes, Myokardverletzungen und Hypertonie 
zu nennen (Brandes and Kreuzer 2005, Harrison, Gongora et al. 2007, Birukov 2009). 
Darüber hinaus sahen Fan et al. einen Zusammenhang zwischen NOX – abhängiger 
Produktion von ROS und dem Auftreten von Aortendissektionen (Fan, Douglas et al. 
2014). Außerdem konnte in einer weiteren Studie festgestellt werden, dass shear 
stress und eine durch NOX ausgelöste Produktion von ROS die MMP – Aktivität 
steigern und somit Einfluss auf die extrazelluläre Matrix nehmen könnte (Siwik, 
Pagano et al. 2001, Grote, Flach et al. 2003). Auch ein Einfluss von oxidativem Stress 
auf die Gefäßsteifigkeit, wie sie bei der Aorta von BAV bekannt ist, ist belegt. Es konnte 
gezeigt werden, dass eine Erhöhung der Superoxid – Anionen zu einer gesteigerten 
Steifigkeit von Gefäßen führt (Delles, Zimmerli et al. 2008).  
 
Somit kann geschlussfolgert werden, dass eine Überexpression von RAGE als 
Ursache einer gesteigerten NOX – Aktivität und somit einer Produktionserhöhung von 
ROS in Frage kommt. Einflüsse, beispielsweise auf die Regulation der extrazellulären 
Matrix und Erhöhung der Gefäßsteifigkeit, sind denkbar.  
 
Trotzdem sollte bedacht werden, dass vermutlich nicht RAGE allein die Aktivität der 
NOX und somit den oxidativen Stress erhöht. Es konnte gezeigt werden, dass 
vermehrte Bildung von Angiotensin II auch eine Aktivitätserhöhung nach sich ziehen 
kann (Griendling, Minieri et al. 1994, Ejiri, Inoue et al. 2003). Außerdem wird die 
Produktion von ROS neben der NOX durch weitere Enzyme reguliert. Dazu zählen 
zum Beispiel die Xanthinoxidase, die die Produktion von ROS erhöht, sowie SOD und 
Katalase, welche einen anti – oxidativen Effekt besitzen (Chung, Baek et al. 1997, 
Goyal and Basak 2010, Fukai and Ushio-Fukai 2011, Nicholls 2012). Bei Patienten mit 
BAV fanden dazu bereits Untersuchungen statt, in denen unter anderem 
Expressionsunterschiede in einem weiteren Enzym, der endothelialen 
Stickstoffmonoxid – Synthase gezeigt wurden (Aicher, Urbich et al. 2007, Mohamed, 
Radtke et al. 2012, Kotlarczyk, Billaud et al. 2016). Dennoch ist die Rolle vieler 
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Enzyme, die im Kreislauf des oxidativen Stresses beteiligt sind, nach wie vor unklar 
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6.3. RAGE in seiner Rolle als Biomarker 
 
Branchetti et al. stellten erstmals nach einer Untersuchung von 135 Patienten die 
Hypothese auf, dass Patienten mit BAV im Plasma eine signifikant höhere Menge an 
RAGE, genauer seine sRAGE aufwiesen. Demnach postulierten sie, dass die 
Bestimmung von RAGE als Screeningmethode dienen könnte, um Hinweise auf eine 
bikuspide Aortenklappe zu bekommen. RAGE rückte somit erstmals als potentieller 
Biomarker ins Gespräch (Branchetti, Bavaria et al. 2014).  
Diese Ergebnisse konnten in der vorliegenden Arbeit nicht bestätigt werden. Neben 
den Untersuchungen bezüglich der Expression von AGE und RAGE im 
aneurysmatischen Aortengewebe wurde an einer geringeren Probenanzahl auch die 
Menge im Plasma bestimmt. Hier ergaben sich sowohl bei AGE als auch bei RAGE 
keine signifikanten Unterschiede zwischen BAV und TAV. Die Nutzung von RAGE als 
Biomarker sollte deshalb anhand einer Vielzahl von Punkten neu betrachtet werden.  
 
Bezüglich der Charakteristik eines Biomarkers existieren zahlreiche Definitionen, die 
sich jedoch in den meisten Punkten gleichen. Schon 1998 wurde sich mit dem Thema 
Biomarker auseinandergesetzt. Ein Biomarker sollte damals schon objektiv messbar 
sein und physiologische sowie pathologische Prozesse abbilden (Biomarkers 
Definitions Working 2001). Später wurde die Definition dahingehend erweitert, dass 
ein Biomarker eine Substanz oder Struktur eines Organismus darstellt, die Inzidenzen, 
den Ausgang von Krankheiten oder Therapieeffekte vorhersagt. Auch soll ein 
Biomarker ermöglichen, Interaktionen zwischen dem Organismus und möglichen 
Risikofaktoren genauer zu eruieren, Diagnosen zu sichern und 
Therapieverbesserungen zu erzielen. Des Weiteren soll er quantifizierbar und 
reproduzierbar sein. Als Beispiele sind Puls – und Blutdruckmessung, bildgebende 
Verfahren sowie labortechnische Messungen an Gewebe oder Blut zu nennen. 
Weiterhin ist eine Unterscheidung in diagnostische, prognostische und prädiktive 
Biomarker sinnvoll.  (WHO 2001, Biomarkers Definitions Working 2001, Strimbu and 
Tavel 2010).   
Soll dieser schließlich etabliert werden, sind hohe Anforderungen zu erfüllen. Zunächst 
scheint es plausibel, dass das Probenmaterial möglichst leicht zugänglich sein sollte. 
Am einfachsten erscheint eine Blutentnahme. Danach gilt es ein Testverfahren zu 
finden, welches den Biomarker möglichst sensitiv und spezifisch abbildet. Die 
Testergebnisse sollten außerdem reproduzierbar sein und die Methodik möglichst die 
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Kriterien der Reliabiliät, Validität und Objektivität erfüllen. Ist eine geeignete Methode 
gefunden, sollte sie an einer relativ hohen Probandenzahl getestet werden. Auch eine 
Kontrollgruppe, bestehend aus gesunden Probanden, wird benötigt. (Biomarkers 
Definitions Working 2001, Himme 2007) 
Wie hoch die zu untersuchende Patientenzahl sein sollte, ist nicht konkret festgelegt. 
Mattsson et al. untersuchten bei der Etablierung eines Biomarkes für Alzheimer über 
mehrere Jahre insgesamt 1200 Patienten (Mattsson, Zetterberg et al. 2009). Daneben 
gibt es eine Vielzahl von Studien, die sich ebenfalls mit derselben Thematik anhand 
einer kleineren Patientenzahl beschäftigten. Zusammengefasst ergibt sich hier eine 
Patientenzahl von circa 2000 untersuchten Patienten (Andreasen, Vanmechelen et al. 
2003, Zetterberg, Wahlund et al. 2003, Hampel, Teipel et al. 2004, Herukka, 
Hallikainen et al. 2005, Hansson, Zetterberg et al. 2006). Dabei sind nicht annähernd 
alle Studien einbezogen, die letztendlich zur Biomarkeretablierung beigetragen haben. 
Somit ist von einer deutlich höheren Patientenzahl auszugehen. Bis das Troponin T 
nach Entwicklung des T – Assays durch Katus et al. letztendlich als Marker zur 
Herzinfarktdiagnostik eingesetzt werden konnte, war die Etablierung in großen 
multizentrischen Studien notwendig (Katus, Remppis et al. 1989).  
 
Die Untersuchungen wurden an Patientenplasma durchgeführt. Ziel der 
Plasmauntersuchung war es, RAGE in seiner löslichen Form, wie sie natürlich im 
Plasma existiert, zu detektieren. Jedoch existieren neben dieser auch andere Formen 
von RAGE, wie zum Beispiel die endogen sekretierte (esRAGE), die gespaltene 
(cRAGE) sowie die N – bzw. C – terminal gekürzten Formen. Es ist bekannt, dass die 
Vielzahl von Unterformen durch Splicing oder Proteolyse erzeugt werden (Malherbe, 
Richards et al. 1999, Schlueter, Hauke et al. 2003, Yonekura, Yamamoto et al. 2003, 
Hudson, Carter et al. 2008, Zhang, Bukulin et al. 2008). Somit kann nicht genau 
vorhergesagt werden, welche Formen letztendlich vorliegen, ob sie erhöht sind und 
auch bei der Detektion erfasst werden können. Auch ob bei der bikuspiden Klappe 
womöglich eine spezielle Form vorliegt, ist bisher nicht betrachtet worden. Ein weiteres 
Problem stellt die Probandenzahl dar. Branchetti et al. untersuchten bisher als einzige 
das Plasma von 135 Patienten, was nicht annähernd dafür ausreicht, RAGE als 
Biomarker für eine bikuspide Klappe zu identifizieren (Branchetti, Bavaria et al. 2014). 
Hierfür wäre eine große, womöglich sogar weltweit angelegte Studie mit einer hohen 
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Probandenanzahl notwendig. Aufgrund dessen kann bis dato auch keine Aussage zu 
Objektivität, Reliabilität und Validität getroffen werden.  
Weiterhin muss bedacht werden, dass die Ätiologie der bikuspiden Klappe mit ihren 
assoziierten Komplikationen nach wie vor nicht ausreichend geklärt ist. Da sowohl eine 
genetische Beeinflussung als auch eine hämodynamische Komponente in Betracht 
gezogen werden, ist letztendlich auch nicht eindeutig bestimmbar, wann sich die 
Konzentration an RAGE im Plasma verändert. Eine Veranlagung und somit ein von 
Geburt an höherer Spiegel sind möglich. Genauso muss aber in Betracht gezogen 
werden, dass sich eine RAGE – Erhöhung womöglich erst mit zunehmendem 
Lebensalter ausbildet oder sogar erst, wenn die Entwicklung der Dilatation beginnt. 
Hierzu liegen noch keine Untersuchungen vor. Deshalb stellt es sich bisher als 
problematisch dar, anhand einer einzigen Blutuntersuchung die Diagnose einer 
bikuspiden Klappe zu stellen. Ebenso ist RAGE ein Protein, welches bei einer Vielzahl 
von Erkrankungen erhöht sein kann, beispielsweise bei Atherosklerose, Alzheimer und 
einigen Tumorarten (Taguchi, Blood et al. 2000, Basta 2008, Harja, Bu et al. 2008, 
Mahajan and Dhawan 2013). Eine Schwierigkeit besteht also auch darin, alle 
Krankheiten, die mit einer Erhöhung einhergehen können, und deren Einfluss 
auszuschließen.  
Einige Studien zeigen auch, dass sRAGE bei Erhöhung seiner Liganden eher 
erniedrigt sein müsste. Der frei zirkulierende Rezeptor fängt die überzähligen Liganden 
ein und macht sie somit unwirksam. Im Zuge dessen sinkt auch die Menge an 
löslichem Rezeptor im Plasma. Prasad et al. untersuchten bereits bei Patienten mit 
thorakalem Aortenaneurysma die Menge an sRAGE. Sie kamen zu dem Ergebnis, 
dass dieses erniedrigt ist, wohingegen die Menge an AGE und MMPs erhöht ist 
(Wendt, Harja et al. 2006, Ramasamy and Schmidt 2012, Prasad, Sarkar et al. 2016). 
Im Zusammenhang kardiovaskulärer Pathologien wie Atherosklerose oder 
Koronararterienerkrankungen wurde eine Anwendung als Marker diskutiert 
(Bucciarelli, Wendt et al. 2002, Falcone, Emanuele et al. 2005). Auch beim 
Myokardinfarkt und Schlaganfall konnten erniedrigte sRAGE – Werte detektiert 
werden (McNair, Wells et al. 2009, Park, Yun et al. 2009). Sarkar et al. diskutierten 
sRAGE außerdem im Kontext der Identifikation von thorakalen Aortenaneurysmen 
(Sarkar, Prasad et al. 2013).  
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Die Etablierung eines Biomarkers unter Berücksichtigung aller Anforderungen an sich 
stellt sich als eine anspruchsvolle und schwierige Aufgabe dar. Alles in allem ist es 
fraglich, ob RAGE dazu geeignet ist. Auch in der aktuellen Literatur gibt es 
unterschiedliche Meinungen bezüglich sRAGE. Sollte diese Thematik weiter verfolgt 
werden, sind Untersuchungen bezüglich vorliegender Form, Quantität, Startzeitpunkt 
der Erhöhung, unter Berücksichtigung möglicher Nebenerkrankungen und anhand 
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Schlussfolgerung  
 
Die bei bikuspider Aortenklappe beobachtete signifikante Expressionserhöhung von 
AGE und RAGE lässt den Schluss zu, dass sie eine Rolle in der frühen und 
progressiven Entwicklung der Aortendilatation assoziiert mit der bikuspiden Klappe 
spielen könnten. Möglicherweise durch verändertes Flussverhalten und chronischer 
Inflammation in der Aorta asc. werden dort verstärkt AGE gebildet, die einerseits selbst 
zu einer erhöhten Rigidität und Kalzifizierung der Gefäßwand beitragen. Andererseits 
kann dadurch auch verstärkt ihr Rezeptor RAGE aktiviert werden, der durch die 
Aktivierung von MMPs, Kalzifizierung und Erhöhung von oxidativem Stress die 
Aortenwand in erheblichem Maße verändern und destruieren könnte.  
 
Bei der Bestimmung von AGE und RAGE im Plasma ergaben sich jedoch keine 
Unterschiede zwischen BAV und TAV. Aufgrund der einerseits anspruchsvollen 
Etablierung eines Biomarkers und der andererseits der in den Untersuchungen 
beobachteten nicht signifikanten Erhöhung bei BAV ist die Rolle von RAGE als 
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Limitationen 
 
Eine Limitation besteht darin, dass die Vitienverteilung zwischen beiden Gruppen 
signifikant unterschiedlich ist. Bei Erstellung der Ergebnisse wurde diese nicht 
berücksichtigt. Es ist bekannt, dass Patienten mit BAV häufiger eine 
Aortenklappenstenose aufweisen, wohingegen Patienten mit TAV mehr 
Aortenklappeninsuffizienzen zeigen (Roberts and Ko 2005, Michelena, Khanna et al. 
2011). Weiterhin konnte demonstriert werden, dass sich das Flussverhalten abhängig 
von Stenose oder Insuffizienz auch innerhalb der BAVs unterscheidet (Shan, Li et al. 
2017). Daneben wirkt sich auch die BAV – Morphologie auf Flussverhalten und shear 
stress aus (Mahadevia, Barker et al. 2014). Diese Unterscheidung wurde in der 
vorliegenden Promotion nicht berücksichtigt. Daraus resultierende veränderte 
Bedingungen in der Aorta asc. lassen sich deshalb nicht ausschließen. Differenzierte 
Untersuchungen, die das Vitium des Patienten und die Morphologie der bikuspiden 
Klappe einschließen, sind deshalb Gegenstand weiterführender Analysen. 
 
Ebenso ist es möglich, dass die Expression an AGE und RAGE durch einige 
Nebenerkrankungen der Patienten beeinflusst wurden. Die Patienten wiesen zum 
Beispiel einen erhöhten BMI auf, was ein Hinweis auf ein drohendes metabolisches 
Syndrom sein kann. Obwohl Diabetiker nicht in die Studie einbezogen wurden, kann 
der mögliche Einfluss einer noch nicht manifesten Hyperglykämie nicht 
ausgeschlossen werden. Auch Nikotinabusus trägt zu einer gesteigerten Menge an 
exogenem AGE bei. Da in der vorliegenden Arbeit nicht zwischen endogenem und 
exogenem AGE unterschieden wurde, sind auch dadurch Verzerrungen möglich.  
 
Die Patientenproben wurden über mehrere Monate bzw. Jahre gesammelt. Da die 
Proben limitiert sind und eine repräsentative Stichprobe erstellt werden sollte, wurden 
Patientenproben unterschiedlicher Lagerungsdauer in den Untersuchungen 
verwendet. Um molekulare Veränderungen und Abbauprozesse zu verhindern, 
wurden die Aortenproben durchgehend bei – 80 °C gelagert und nur einmalig bis 
zweimalig zur Verwendung aufgetaut.   
 
Weitere Limitationen entstehen aufgrund der laborchemischen Methoden. An sich 
stellen Western Blots und ELISA sensitive und spezifische Verfahren dar. Während 
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ein Western Blot eher semiquantitativ ist, da die Menge an untersuchtem Protein in 
einem Verhältnis errechnet wird, stellt der ELISA ein quantitatives Verfahren dar.    
In einem Durchgang eines Western Blots kann aber nur eine geringe Anzahl von 
Proben untersucht werden. Aufgrund der großen Probenanzahl und hohen Zahl an 
Wiederholungen können geringe Untersucher – bzw. apparaturabhängige Variationen 
(beispielsweise zeitliche Abläufen, Expositionen oder Pufferzusammensetzungen) 
nicht ausgeschlossen werden. Auch die Auswertung eines Western Blots ist subjektiv. 
Hier müssen ebenso die Möglichkeit der unspezifischen Bindung bzw. Bande sowie 
Beeinträchtigungen durch das Signal – Hintergrund – Verhältnis bedacht werden. Im 
Gegensatz zum Western Blot ist ein ELISA zwar objektiver, trotzdem können 
Verzerrungen durch unspezifische, falsch – positive Bindungen und 
untersucherabhängigen Variationen nicht ausgeschlossen werden. Um diese 
Einflüsse weitgehend zu verhindern, wurden die Experimente nur von einem 
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Die bikuspide Aortenklappe (BAV) gilt als die häufigste angeborene Anomalie des 
Herzens. Sie besitzt eine Prävalenz von 0,5 – 2 % und tritt deutlich häufiger bei 
Männern auf (Verhältnis 3 : 1) (Roberts 1970, Larson and Edwards 1984, Basso, 
Boschello et al. 2004, Tutar, Ekici et al. 2005, Masri, Svensson et al. 2017) . Im 
Gegensatz zur normal angelegten Aortenklappe mit drei Taschensegeln zeichnet sie 
sich durch lediglich zwei Taschensegel aus.  Da sich innerhalb der Gruppe der BAVs 
Unterschiede hinsichtlich Größe der Taschensegel, Ausrichtung der Raphe und 
Klappenfunktion zeigen, erfolgt anhand der weltweit anerkannten Klassifikation von 
Sievers und Schmidtke eine morphologische Unterscheidung in drei Typen (Sievers 
and Schmidtke 2007). Diagnostiziert wird eine BAV meist durch eine transthorakale 
Echokardiographie, die zusätzlich um eine CT oder MRT ergänzt werden kann. 
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Anschließend werden regelmäßige und engmaschige Kontrollen empfohlen. Auch 
Verwandten ersten Grades wird ein Screening empfohlen, da eine familiäre Häufung 
beobachtet wurde (Siu and Silversides 2010, Erbel, Aboyans et al. 2014, Nishimura, 
Otto et al. 2014).  
Obwohl primär im eigentlichen Krankheitsbild zunächst nur die Klappe verändert 
scheint, entwickeln betroffene Patienten zusätzlich häufiger, früher und progressiver 
Komplikationen im Sinne von Klappenfunktionsstörungen, proximalen 
Aortenaneurysmata und schlimmstenfalls daraus resultierender akuter 
Aortendissektion (Roberts 1970, Fedak, Verma et al. 2002, Michelena, Khanna et al. 
2011). Auf Grundlage dessen wird die Krankheit häufig auch als Aortopathie 
bezeichnet. Die Indikation zur chirurgischen Therapie wird anhand von 
Klappenfunktion und Durchmesser der Aorta gestellt. Hierbei stehen ein isolierter 
Aortenklappenersatz, ein isolierter Ersatz der Aorta ascendens sowie eine 
Kombination beider zur Verfügung (Nishimura, Otto et al. 2014). Der genaue Grund, 
warum Patienten mit BAV häufiger und zeitiger eine Dilatation entwickeln, konnte bis 
dato nicht geklärt werden, was eine individuelle Risikostratifizierung des einzelnen 
Patienten erschwert. Auf der einen Seite wird eine genetische Komponente in der 
Entstehung angenommen. Hier scheint das NOTCH1 Gen eine besondere Rolle zu 
spielen (Garg, Muth et al. 2005, McKellar, Tester et al. 2007). Auf der anderen Seite 
erscheint auch eine hämodynamische Hypothese plausibel. Mittels 4D – MRT 
Untersuchungen konnte in der Aorta ascendens ein verändertes Flussverhalten in 
Form von helikalen Strömungen sowie ein erhöhter wall shear stress detektiert werden 
(Hope, Hope et al. 2010, Meierhofer, Schneider et al. 2013, Lorenz, Bock et al. 2014, 
Mahadevia, Barker et al. 2014).  
 
Hintergrund dieser Studie waren Untersuchungen, in denen erstmalig RAGE in 
Zusammenhang mit bikuspiden Klappen gesetzt wurde. Branchetti et al. untersuchten 
das Plasma von 135 Patienten auf den Gehalt an RAGE und kamen zum Ergebnis 
einer signifikanten Erhöhung bei BAV. Somit brachten sie den Receptor for Advanced 
Glycation End Products (RAGE) erstmals als Marker zur Identifikation einer bikuspiden 
Klappe ins Gespräch (Branchetti, Bavaria et al. 2014).  
RAGE zählt zur Immunglobulinsuperfamilie der Zelloberflächenmoleküle und ist in der 
Lage, mit einer Vielzahl von Liganden zu interagieren (Neeper, Schmidt et al. 1992). 
Zu denen zählen Amphotericin (HMGB 1), Proteine der S100 – Familie und Advanced 
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Glycation End Products (AGE) (Hori, Brett et al. 1995, Hofmann, Drury et al. 1999, 
Basta 2008). Durch Interaktion mit seinen Liganden werden beispielweise ERK 1/2, 
Proteinkinase C, p38 und MAP – Kinase aktiviert (Taguchi, Blood et al. 2000, 
Sakaguchi, Yan et al. 2003, Marsche, Semlitsch et al. 2007). Das kann in einer 
Aktivierung von NFkB resultieren, welches anschließend inflammatorische und pro – 
apoptotische Zellsignale aktiviert (Xiang, Li et al. 2011). Daneben aktiviert RAGE auch 
die NAPDH – Oxidase, welche zu einer Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies 
und somit zur Induktion von oxidativem Stress führen kann (Yan, Schmidt et al. 1994). 
Eine Rolle von RAGE konnte in zahlreichen Krankheiten wie Alzheimer, 
Atherosklerose und in einigen Tumoren bereits nachgewiesen werden (Taguchi, Blood 
et al. 2000, Basta 2008, Harja, Bu et al. 2008).  
Die Gruppe der AGE repräsentieren einen bedeutenden Liganden von RAGE. Sie 
entstehen durch die sogenannte Maillard  Reaktion. Bei dieser reagieren reduzierende 
Zucker nicht – enzymatisch mit Aminogruppen von Proteinen oder Lipiden (Brownlee 
1995). Ein Anstieg der AGE – Werte ist mit zunehmendem Alter physiologisch (Nedic, 
Rattan et al. 2013). Daneben konnte auch bei vielen Krankheiten eine Akkumulation 
gezeigt werden. Als bedeutendstes Beispiel sind Diabetes und dessen Komorbiditäten 
zu nennen (Beisswenger, Makita et al. 1995, Bansal, Chawla et al. 2013). Auch bei 
koronarer Herzkrankheit und terminaler Niereninsuffizienz konnten erhöhte Werte 
beobachtet werden (Kanauchi, Tsujimoto et al. 2001, Stam, Schalkwijk et al. 2006).  
Fragestellung: 
Liegt im aneurysmatischen Aortengewebe von Patienten mit bikuspider Aortenklappe 
grundsätzlich eine Expressionserhöhung an AGE und RAGE vor? Ist RAGE auch im 
Plasma der Patienten erhöht und eignet er sich somit als potentieller Biomarker für 
eine bikuspide Aortenklappe und ihre Komplikationen? 
Methoden: 
Es wurden insgesamt 93 Aortengewebsproben untersucht. Anhand der vorliegenden 
Aortenklappe erfolgte eine Unterteilung in zwei Patientengruppen. Gruppe 1 umfasst 
51 Proben von Patienten mit bikuspider Aortenklappe und Gruppe 2 42 Proben von 
Patienten mit trikuspider Aortenklappe (TAV). Die Analysen wurden jeweils an Gewebe 
der konvexen und konkaven Region der Aorta ascendens durchgeführt.  
Die Expression von AGE und RAGE wurde zunächst mittels Western Blot und Enzyme 
– linked Immunosorbent Assay (ELISA) untersucht. Anschließend erfolgte zur 
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besseren visuellen Veranschaulichung eine immunhistochemische Färbung der 
Aortenwand.  
Außerdem wurde in Plasmaproben die Menge an AGE und RAGE mittels ELISA 
analysiert.  
Ergebnisse: 
Western Blot und ELISA ergaben übereinstimmend eine signifikante 
Expressionserhöhung von AGE und RAGE in der Aortenwand von Patienten mit BAV. 
Mittels Western Blot Analyse konnte in der konvexen Region bei BAV eine 1,5 fach 
höhere Expression an AGE festgestellt gestellt werden als bei TAV (BAV: 1,57 ± 0,93 
vs. TAV: 1,03 ± 0,61, p = 0,011). In der konkaven Region ergab sich eine 1,6 fach 
höherer Gehalt an AGE bei BAV (BAV: 1,63 ± 0,88 vs. TAV: 0,97 ± 0,76, p = 0,003). 
Diese Ergebnisse konnten im ELISA bestätigt werden. Hier war AGE in der Region bei 
BAV 1,7 fach stärker exprimiert als bei TAV (BAV: 44,80 ng/mg ± 23,55 vs. TAV:  28,17 
ng/mg ± 10,25, p < 0,001). In der konvexen Region war diese sogar doppelt so hoch 
(BAV: 47,10 ng/mg ± 21,61 vs. TAV: 22,63 ng/mg ± 5,07, p < 0,001). Anhand der 
exemplarischen immunhistochemischen Abbildungen wird visuell deutlich, dass die 
Aortenwand bei BAV vor allem im Bereich der Tunica Media mehr AGE enthält als bei 
TAV. Nach Auswertung des Western Blot konnte in der konvexen Region bei 
bikuspider Klappe eine Erhöhung der Expression von RAGE um das 1,9 fache im 
Vergleich zu TAV festgestellt werden (BAV: 1,91 ± 1,57 vs. TAV: 0,94 ± 0,44, p < 
0,001). Eine sogar 2,5 fach höherer RAGE – Gehalt konnte in der konkaven Region 
der Aorta bei BAV beobachtet werden (BAV: 1,94 ± 1,26 vs. TAV: 0,79 ± 0,52, p < 
0,001). Auch hier konnten die Ergebnisse des Western Blot durch ELISA validiert 
werden. In der Aortenwand bei BAV ist die RAGE – Expression um das 1,7 fache 
erhöht (BAV: 164,20 pg/mg ± 148,49 vs. TAV: 95,33 pg/mg ± 63,13, p = 0,018). Die 
gleiche Expressionserhöhung ergab sich auch für die konkave Region bei BAV (BAV: 
137,20 pg/mg ± 98,27 vs. TAV: 81,22 pg/mg ± 50,30, p = 0,005). Die 
immunhistochemischen Abbildungen konnten auch hier die Erhöhung von RAGE in 
der Tunica Media der Aortenwand bei BAV verdeutlichen. In allen Untersuchungen 
ergab sich sowohl bei BAV als auch bei TAV kein signifikanter Unterschied zwischen 
konvexer und konkaver Region. 
Bei der Bestimmung von AGE im Plasma der Patienten ergab sich kein signifikanter 
Unterschied zwischen BAV und TAV (BAV: 6,89 ng/mg ± 4,40 vs. TAV: 6,43 ng/mg ± 
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4,11, p = 0,718). Das gleiche Ergebnis konnte auch bei RAGE festgestellt werden 
(BAV: 58,70 pg/mg ± 44,04 vs. TAV: 41,30 pg/mg ± 37,46, p = 0,169). 
Diskussion: 
Die beobachtete Expressionserhöhung von AGE und RAGE im aneurysmatischen 
Gewebe bei BAV spielt möglicherweise eine Rolle im Entstehungsprozess der 
Dilatation. Wahrscheinlich durch verändertes Flussverhalten in der Aorta ascendens 
entsteht dort ein Zustand chronischer Inflammation und erhöhtem oxidativen Stress, 
was unter anderem durch Makrophageninfiltration und nachgewiesener Fehlregulation 
zugunsten oxidativer Systeme deutlich wird (Sucosky, Balachandran et al. 2009, 
Moreno, Astudillo et al. 2011, Wang, Chen et al. 2014, Kotlarczyk, Billaud et al. 2016, 
Billaud, Phillippi et al. 2017). Eine Akkumulation von AGE kann die Folge sein (Yan, 
Schmidt et al. 1994, Nedic, Rattan et al. 2013). Inwiefern gestörte Abbauprozesse von 
AGE eine Rolle spielen, ist bis dato nicht untersucht worden. Die bei BAV beobachtete 
Steifigkeitserhöhung der Aorta ascendens, welche als Faktor für Entwicklung einer 
Aortendilatation angenommen wird, könnte durch eine AGE – Akkumulation erklärt 
werden (Pichamuthu, Phillippi et al. 2013, Forsell, Bjorck et al. 2014). AGE reagieren 
im Zuge des sogenannten cross – linkings mit Kollagen, was zu einer Erhöhung der 
Rigidität des Gefäßes führen kann (Kent, Light et al. 1985, Sims, Rasmussen et al. 
1996, Bakris, Bank et al. 2004, Haus, Carrithers et al. 2007, Koole, van Herwaarden 
et al. 2017). Daneben tragen AGE zur einer Erhöhung der Kalzifizierung im Gefäß bei 
(Winlove, Parker et al. 1996, Taki, Takayama et al. 2006). Diese unterstützt ebenfalls 
die Rigiditätserhöhung und wurde bereits im Zusammenhang mit Aortenaneurysmen 
beschrieben (Matsumoto, Maniwa et al. 2012).  
Eine Akkumulation von AGE kann aber auch in einer ungewöhnlich lang dauernden 
Bindung mit deren Rezeptor RAGE resultieren, woraus eine verlängerte 
Rezeptoraktivierung entsteht. Die resultierende Auslösung des MAP – Kinase Weges 
sowie des wnt/b - cathenin – Weges kann eine osteogene Aktivierung von smooth 
muscle cells induzieren, was ebenfalls eine Gefäßkalzifizierung nach sich zieht 
(Tanikawa, Okada et al. 2009, Wei, Ren et al. 2013, He, Liu et al. 2015). Daneben 
können die RAGE nachgeschalteten Signalwege zu einer erhöhten Aktivität von 
Matrixmetalloproteinasen (MMPs) führen (Sarkar, Prasad et al. 2013, Prasad, Sarkar 
et al. 2016). Eine Erhöhung der MMP 2 – Aktivität und Veränderungen der 
extrazellulären Matrix konnte bereits zahlreich im Aneurysma bei BAV beobachtet 
werden (Cotrufo, Della Corte et al. 2005, LeMaire, Wang et al. 2005, Rabkin 2014). 
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Des Weiteren wird durch RAGE über die NADPH – Oxidase die Produktion reaktiver 
Sauerstoffspezies erhöht (Koulis, Watson et al. 2015, Santilli, D'Ardes et al. 2015). In 
der Aortenwand bei BAV konnte bereits eine Erhöhung der Superoxid – Anionen 
gezeigt werden (Billaud, Phillippi et al. 2017). Interessant erscheint außerdem, dass 
ein Zusammenhang zwischen shear stress und der Erhöhung von oxidativem Stress 
bekannt ist (Lassegue and Clempus 2003, Garvin and Hong 2008).  
Hinsichtlich der Rolle von RAGE als potentieller Biomarker sind differenzierte und 
kritische Betrachtungen vorzunehmen. Vor allem scheint die Betrachtung des 
Rezeptors in seiner löslichen Form (sRAGE) von Bedeutung. In der untersuchten 
kleineren Plasmaprobenzahl konnte die Erhöhung von RAGE im Plasma bei BAV nicht 
bestätigt werden. Grundsätzlich stellt die Etablierung eines Biomarkers eine 
anspruchsvolle Aufgabe dar. Es gilt, einen diagnostischen Biomarker zu finden, bei 
dem das Probenmaterial leicht zugänglich ist. Außerdem sollte ein sensitives und 
spezifisches Testverfahren existieren, was anschließend an einer hohen 
Probandenzahl etabliert werden kann (Biomarkers Definitions Working 2001). 
Durch Splicing und Proteolyse können eine Vielzahl von RAGE – Unterformen erzeugt 
werden (Schlueter, Hauke et al. 2003, Hudson, Carter et al. 2008). Welche Form bei 
BAV spezifisch vorliegt, ist bis dato nicht untersucht worden. Auch wann letztendlich 
die RAGE – Erhöhung im Laufe des Lebens beginnt, ist ebenfalls nicht geklärt. 
Problematisch erscheint außerdem, dass RAGE bei einer Vielzahl von Krankheiten 
erhöht sein kann, deren Einfluss es auszuschließen gilt. Darüber hinaus existieren 
Studien, die eher eine Erniedrigung von sRAGE bei Aneurysmen und kardiovaskulären 
Erkrankungen detektieren konnten (Falcone, Emanuele et al. 2005, McNair, Wells et 
al. 2009, Sarkar, Prasad et al. 2013).  
Schlussfolgerung: 
Die Untersuchungen der Arbeit haben ergeben, dass es zu einer 
Expressionserhöhung von AGE und RAGE im aneurysmatischen Aortengewebe bei 
BAV kommt. Dies kann zur Rigiditätserhöhung und Kalzifizierung, Aktivierung von 
MMPs und Erhöhung von oxidativem Stress beitragen. Somit scheinen AGE und 
RAGE eine Rolle in der Dilatationsentstehung bei BAV zu spielen.  
Eine Erhöhung von AGE und RAGE im Plasma konnte nicht beobachtet werden. 
Aufgrund des anspruchsvollen Prozesses der Biomarkeretablierung und der teils 
kontroversen oder noch zu untersuchenden Gesichtspunkten ist es fraglich, ob RAGE 
als Biomarker für eine bikuspide Aortenklappe geeignet sein könnte.  
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